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Uber den Einflu8 des Arsens auf die Autolyse.') 


Il. Mitteilung.?) 


Autolyse und Stoffwechsel. 
Von 
Ernst Laqueur und Jakob Ettinger. 





(Aus den physiologischen Instituten in Kénigsberg i. Pr. und in Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. April 1912.) 





Seit Entdeckung der Autolyse durch Salkowski ist man 
der Frage nachgegangen, ob die Autolyse auch im Leben 
eine Rolle spiele, und welcher Art diese Rolle sei. Ohne 
hier genauer auf die Literatur einzugehen, da sie in den letzten 
Jahren wiederholt behandelt ist, weise ich auf zwei Wege hin, 
die zur Losung der obigen Frage beschritten wurden. Den einen 
verfolgte im Jahre 1900 zuerst Jacoby:%) Er untersuchte 
die Autolyse der Leber von Tieren, die mit Phosphor vergiftet 
waren. Hierbei war sein Gedanke, dab, wenn bei der Phosphor- 
vergiftung die vermehrte und verinderte Stickstoffausscheidung 
wahrend des Lebens durch die vermehrte Tatigkeit des auto- 
lytischen Ferments hervorgerufen sei, nach dem Tode sich 
erstens viel Produkte der Autolyse in der Leber finden miiBten, 





1) Die Versuche zu dieser und den drei folgenden Arbeiten sind 
groftenteils aus dem Kénigsberger Physiologischen Institut und liegen 
mehr als drei und vier Jahre zuriick. Der eine von uns hat einen Teil 
der Resultate nur ganz kurz in den Berichten der Physikalisch-Okono- 
mischen Gesellschaft in Kénigsberg i. Pr., Jahrg. 48 (1907) u. 50 (1909) 
und Zentralbl. f. Physiol., Bd. 22, Nr. 23, wiedergegeben. Zu ihrer end- 
giiltigen Publikation bedurfte es noch einiger Erganzungen, die der eine 
von uns (Laqueur) aus verschiedenen duferen Griinden erst bis August 
vergangenen Jahres im physiologischen Institut in Halle a. S. anstellen 
konnte. 

*) Siehe die auf der folgenden Seite sub 1 zitierte Arbeit. 

5) M. Jacoby, Diese Zeitschrift, Bd. 30, S. 174 (1900). 
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und zweitens vor allem darin auch ein besonders wirksames 
Ferment vorhanden sein kOénnte, die Autolyse also besonders 
schnell verlaufen wirde. Jacobys Vermutung bestatigte sich 
fiir die nicht zu akut verlaufende Vergiftung in der Tat. — Den 
anderen Weg, um die eingangs gestellte Frage nach einer 
etwaigen Beziehung der Autolyse zum Leben zu beantworten, 
beschritt der eine von uns!) 1905 auf Rat von Herrn Prof. 
Gottlieb. Laqueur untersuchte die Wirkung von Chinin- 
zusitzen zur autolysierenden Leber, von der Vorstellung aus- 
gehend, dal} moglicherweise die verringerte Stickstoffausschei- 
dung wihrend des Lebens nach Chiningaben durch eine Ver- 
minderung autolyseihnlicher Vorgange hervorgerufen sei. Chinin 
mtibte danach die postmortale Autolyse hemmen. Es zeigte 
sich, da dies in der Tat der Fall ist; und zwar tritt die Hem- 
mung schon bei solehen Dosen ein, bei denen andere fermen- 
tative Prozesse garnicht oder sogar in entgegengesetztem Sinne 
beeinflu{t werden. Dieser Weg, die Untersuchung der Autolyse 
nach Zusiitzen differenter Substanzen, ist seither von verschie- 
denen Seiten weiter verfolgt worden, ich nenne nur Saxl,?) 
Hefi,*) M. Ascoli‘) und mehrere seiner Schiler,*) und auch 
wir selbst sind auf ihm in den folgenden Arbeiten fortgegangen. 

Je haufiger sich nun ein Parallelismus zwischen der 
seeinflussung des intravitalen Stickstoffwechsels und der 
postmortalen Autolyse feststellen laf{t, umsomehr gewinnt 
die Hypothese an Wahrscheinlichkeit, daB diesem Parallelismus 
eine gemeinsame Ursache zugrunde liegt, dai also auch wéhrend 
des Lebens, auch in der Norm, das autolytische Ferment 
etwas zu leisten hat, und zwar mitverantwortlich ist fiir 





') E. Laqueur, Arch. f. experim. Pharmakol. u. Pathol., Bd. 53, 
S. 240 (1906). 

*) P. Saxl, Hofmeisters Beitrage, Bd. 10 (1907). 

3) L. Hess und P. Saxl, Zeitschrift f. experim. Pathol. u. Therap., 
Bd. 5 (1908). 

*) M. Ascoli und G. Izar, Berl. klin. Wochenschrift, 1907, Nr. 4, 
und mehrere Arbeiten in der Biochem. Zeitschrift. 

°) L. Preti, Diese Zeitschrift, Bd. 58, S. 539; Bd. 60, S. 317. — 
Truffi, Biochem. Zeitschrift, Bd. 23, S. 270. 
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den mehr oder weniger grofen Stickstoffumsatz.') 
Ohne hier naher in Einzelheiten zu gehen, da wir uns doch 
nur im Hypothetischen bewegen kénnten, wollen wir erwéhnen, 
dai sich unsere Vorstellung tiber die Rolle der intracellularen, 
Stickstoffverbindungen angreifenden Fermente im allgemeinen 
Stoffwechsel gut in den Rahmen der modernen Anschauung 
einfiigt, nach der immer weniger scharf zwischen den Leistungen 
der Zellen gegeniiber dem sogenannten NahrungseiweifB und 
gegeniiber dem Korpereiweifi unterschieden wird. Nur einen 
Punkt wollen wir hier noch ausdriicklich hervorheben. Es scheint 
uns, wie wohl auch den meisten anderen Autoren, die sich mit 
der Frage nach der etwaigen intravitalen Rolle der Autolyse 
wahrend des Lebens beschiaftigt haben, durchaus falsch, die ge- 
samten Stoffwechselvorgiinge der lebenden Zelle, im besonderen 
ihre eine Phase, den Abbau, einfach mit den Prozessen bei der 
postmortalen Autolyse zu identifizieren. Die Frage ist viel- 
mehr nur, ob es sich bei ihr um Prozesse handelt, die im Leben 
irgendwie vorhanden sind und nach dem Tode, nach «Aufhéren 
jeder Regulation» (Abderhalden), «ein tiberlebensgrofes Bild» 
(Conradi) vitaler Vorgiinge liefern, oder ob sie iiberhaupt gar- 
nichts irgendwie mit dem Leben zu tun haben, sondern zu ihm 
in etwa dem gleichen Verhaltnis stehen wie die postmortalen 
Zersetzungsvorginge durch Bakterien. 

Nachdem Einwiande beseitigt worden sind, die eine Be- 
tatigung des autolytischen Fermentes wahrend des Lebens prin- 
zipiell ausschliefen wollten, so die angeblich alkalische Reaktion 
des Blutes, die Antifermente des Serums, kann die im Anfang 
gestellte Frage zum mindesten als diskutabel erscheinen, und 
daher auch Arbeiten berechtigt, die Material fiir eine mégliche 
Rolle des autolytischen Fermentes wahrend des Lebens beizu- 
bringen suchen. 

Es mu8 auch weiterhin gesucht werden, ob sich all- 
gemeinere Bedingungen erkennen lassen, die erklaéren, warum 
bei Vorhandensein autolytischer Fermente im Leben der Abbau 
meist ein so beschriinkter ist, warum er anderseits manchmal 


') Siehe E, Laqueur, Mediz. Klinik, 1910, Nr. 38. 
1* 
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recht yroB wird und warum er schlieBlich nach dem Tode zu 
dem schlechthin als «Selbstauflésung» bezeichneten ProzeB fiihrt 
(s. die V. Mittlg.). 

Fiir unsere eingangs gestellte Aufgabe, Material fiir einen 
Parallelismus zwischen Wirkung bestimmter Substanzen auf die 
intravitale Stickstoffausscheidung und auf die postmortale Auto- 
lyse heranzuschaffen, ist wohl die Untersuchung solcher Stoffe, 
welche die N-AusScheidung vergrOSern und zu abnormen Harn- 
bestandteilen fiihren, also die Autolyse steigern miiften, be- 
sonders geeignet. Die Untersuchung des Einflusses solcher Stoffe 
erscheint besser als die von Substanzen mit entgegengesetzter 
Wirkung, welche die N-Ausscheidung vermindern, zu einem so- 
genannten N-Ansatz fiihren, also die Autolyse hemmen miiBten. 
Wir nehmen dies an, obwohl der eine von uns') gerade selbst 
bei der Untersuchung der Wirkung des Chinins auf die Autolyse 
zundchst ein Mittel der zweiten Art gewahlt hatte. 

Die Stickstoffausscheidung fOrdernden Mittel sind aber 
deshalb fiir unsere Frage geeigneter, weil es schwieriger ist, 
die Wirkung eines Fermentes durch ein bestimmtes Mittel zu 
erhdhen, als sie zu hemmen; denn um Hemmung zu erreichen, 
sind mehr oder weniger alle irgendwie differenten Substanzen 
bei gentigend grofen Dosen zu verwerten. Um also die Hemmung 
des autolytischen Fermentes durch irgend eine Substanz fiir 
unsere Frage zu benutzen, bedarf es entweder des Nachweises, 
daf schon auBerordentlich kleine Dosen dies zu tun vermégen, 
oder es muf die Wirkung einer bestimmten Dose auf die Auto- 
lyse mit der auf andere Fermentprozesse verglichen werden, 
wie es im Falle des Chinineinflusses!) geschehen ist. 

In den folgenden Arbeiten wurden darum drei Sub- 
stanzen untersucht, von denen feststeht, daB sie in bestimmten 
Dosen sicherlich die Stickstoffausscheidung vergr6Bern. 

Zunichst wiéhlten wir Arsen. 

Aus der Literatur tiber die Wirkung des Arsens auf den 
Stoffwechsel, auf die wir hier nicht niher einzugehen brauchen, 
da sie erst 1907 von O. Loewi recht vollstandig in v. Noordens 





') E. Laqueur, lI. c. 
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Handbuch?!) zusammengestellt worden ist, ergibt sich, daB kleine 
Dosen die Stickstoffausscheidung verringern, groBe toxische 
Dosen sie steigern. 

Daf kleine Gaben zu einer gewissen Mistung fiihren, ist 
noch in den letzten Jahren durch von den Velden?) mittels 
der arsenhaltigen Diirckheimer Maxquelle an Menschen, von 
Bachem!) an Kaninchen gezeigt worden, und in der jiingsten 
Zeit haben besonders Versuche Lardellis in Cloéttas*) In- 
stitut erwiesen, dai es sich bei der Mast der mit Arsen ge- 
fiitterten Tiere wirklich um eine Zellmast in dem Sinne handelt, 
dafi sie N-reicher werden: «auf fettfreie Masse bezogen ist das 
Arsentier bedeutend N-reicher als das Kontrolltier. » 

Ebenso ist die Steigerung der N-Ausscheidung durch gréfere 
toxische Dosen sicher. Sie ist sowohl bei hungernden wie bei 
gefiitterten Tieren durch Untersuchungen Gaehtgens5) und 
A. Kossels,®) die dieser noch als Student in dessen Labora- 
torium ausgefiihrt hat, erwiesen. Durch Imjanitoff’) sind sie 
iiberdies noch bestitigt worden. 

Nach dem oben Ausgeftihrten miiften wir also erwarten, 
daB ganz kleine Dosen die Autolyse hemmen, grOfiere dagegen 
sie férdern. Sehr grofie Dosen werden wahrscheinlich das 
Ferment hemmen oder téten. Ob sich fiir diesen Vorgang ein 
Analogon in intravitalen Prozessen finden ]aBt, miissen besondere 
Versuche entscheiden. 


Methode. 


In der Mehrzahl der Falle wurde die Autolyse der Leber und 
zwar der von Hunden untersucht; in einigen Fallen auch Leber von Katze, 
Kaninchen, Schwein und Kalb benutzt. In den ersten Versuchen wurde 





1) v. Noorden, Handbuch der Pathologie des Stoffwechsels, 2. Aufl., 
Bd. 2, S. 755 (1907). 

*) R. v.d. Velden, Minch. Mediz. Wochenschrift, Bd. 56, S.242 (1909). 

3) C. Bachem, ibid., S. 610. 

4) M. Cloétta, Korr.-Blatt f. Schweizer Arzte, 1811, Nr. 21. 

5) C. Gaethgens, Zentralblatt f. d. mediz. Wissenschaft, 1876, S. 833. 

6) A. Kossel, Arch. f. experim. Pharmak. u. Pathol., Bd. 5, 1875, 


S. 128. 
") A.M. Imjanitoff, zitiert nach Malys Jahresber., 1902, S. 751. 
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die Leber von der Pfortader aus mit warmer physiologischer Kochsalz- 
lésung durchstrémt, bis sie blutfrei war, in den spdteren Versuchen die 
Leber unmittelbar mit ihrem Blut benutzt. Das Organ wird fein zerwiegt 
und dann meistens mit Glaspulver, ungefahr '/s—'/4 des Organgewichts, 
zu einem miglichst gleichm&afigen Brei zerrihrt. 

Die ersten Versuche ausgenommen, wurde stets das gesamte In- 
strumentarium, die Schalen, Glaspulver, die fiir die Autolysenproben be- 
nutzten Flaschen, das Wasser und alle Lésungen sterilisiert, teils bei 
150° trocken, teils im strémenden Wasserdampfe oder im Autoklaven, 
teils durch Auskochen. Auch die Offnung des Tieres und die Heraus- 
nahme der Leber geschah unter mdglichst aseptischen Kautelen, in den 
letzten Versuchen stets nach Abbrennen der Haut, was sich as einfachstes 
Desinfektionsmittel der fiuferen Teile bewiahrte. 

Der erhaltene Brei wird entweder direkt in die Flaschen einge- 
wogen Oder in tarierte Porzellanschaélchen und von da quantitativ hinein- 
gespull, dann gleiche Mengen Toluol hinzugesetzt. Um das lastige und 
langdauernde Abwagen zu vermeiden, wurde versucht, den Leberbrei 
gleichmifig aufzuschwemmen und dann durch Abmessen zu verteilen. 
Die Suspension ist aber doch zu ungleichmafig und setzt sich zu schnell 
ab, um genau vergleichbare Proben zu geben. In den einzelnen Flaschen 
jedes Versuches wird durch Wasser bezw. physiologische Kochsalzlésung 
und durch Zusatz der verschiedenen Lésungen, deren Einfluf{ untersucht 
wird, stets das gleiche Volumen Flissigkeit hergestellt. Zwei Proben 
werden sofort aufgekocht, um den in den frischen Organen vorhandenen 
lislichen Stickstoff kennen zu lernen, die anderen nach stattgefundener 
Autolyse bei durchschnittlich 37°. Vor der weiteren Verarbeitung wurde 
in allen Fallen die Reaktion jeder einzelnen Probe auf Lackmus be- 
stimmt, und es zeigte sich hierbei, daf\ die bei frischen Proben neutrale 
bezw. amphotere Reaktion durch die Autolyse zwar etwas nach der 
sauren Seite verschoben wird, aber doch nicht so weit, dafi nicht auch 
noch eine gewisse Blaufarbung des roten Lackmus zu erkennen wire. 

In den ersten Versuchen wurde der Inhalt der Flaschen in Emaille- 
schalen gespiilt, nach Zusatz von 20°/o Kochsalz bei gerade fiir Lackmus 
schwachsaurer Reaktion aufgekocht, in einen 500- bezw. 250 ccm-Mef- 
kolben filtriert, der Riickstand mit kochendem, ganz schwach saurem Wasser 
ausgewaschen, und dann bis auf das bestimmte Volumen aufgefiillt. In 
den spiteren Versuchen wurde die saure Reaktion nach dem Vorgange 
von Embden und Knoop mittels KH,PO, hergestellt. Zur Stickstoff- 
bestimmung nach Kjeldahl! (konzentrierte H,SO,, Zusatz von CuSO, und 
K,SO,) wurden stets zwei Proben und zwar je #/5 des Filtrates mit der 
Pipette entnommen und in den meisten Versuchen mit "/4-H,SO, und -KOH 
titriert mit Methylorange oder Kongo als Indikator, in den letzten Ver- 
suchen mit "/1o-Lésungen und mit dem ausgezeichneten Methylrot als 
Indikator. Hierbei war der Umschlag auf einen Tropfen scharf, und die 
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Ubereinstimmung der Analysen meist eine vollkommene oder um 0,03 
bis 0,1, sehr selten bis 0,2 ccm abweichend. In den spiateren Versuchen 
wurde nach dem Aufkochen der ganze Inhalt der Schalen, also Riick- 
stand eingeschlossen, quantitativ in einen Mefikolben gespiilt, nach dem 
Erkalten aufgefiillt und dann erst filtriert. In einigen Fallen wurde die 
Methode nach dem Vorgange Ascolis*') noch vereinfacht: als Gefihe 
fiir die Autolyse wurden Erlenmeyer-Kolben benutzt; beim Einfiillen der 
Proben wurde midglichst genau auf Einhalten eines bestimmten Volumens 
geachtet; sofort bezw. nach der Autolyse wurden dann die leicht be- 
deckten Kolben 5 Minuten im kochenden Wasserbade gehalten, und der 
Inhalt schlieflich direkt filtriert. Diese Methode ist aber natiirlich weniger 
genau, da die Verdunstung beim Kochen nicht gleichmafig ist. Als wir 
in allen spateren Versuchen notierten, wieviel Kubikzentimeter Wasser 
fiir jede Probe nach dem Kochen gebraucht wurde, um sie auf ein be- 
stimmtes Volumen zu bringen, konnten wir sehen, dafi der Fehler bis zu 
2°/o betrug; vor allem ging auch ein etwaiger Irrtum beim ersten Ein- 
fiillen der Kolben unbemerkt in die Analysen iber. 

Fast immer wurden, wie aus den Tabellen hervorgeht, zwei 
Proben fiir jede differente Versuchsanordnung benutzt, mehrmals 
auch drei gleiche Proben ohne Zusatz untersucht, um einen exakteren 
Mittelwert zu erhalten, welcher der Berechnung der prozentischen Ande- 
rung durch die Zusiitze zugrunde liegt. Die Griéfe dieser Anderung iiber- 
steigt 6fter die Unterschiede zwischen zwei Proben gleicher Art; trotzdem 
kann aber die berechnete prozentische Anderung wohl nicht als_be- 
deutungslos angesehen werden, wenn sie an verschiedenen Versuchen in 
gleichem Sinne wiederkehrt. Die erheblichen Fehlergrenzen hier zu be- 
tonen, erscheint uns wichtig, weil gerade auf dem Gebiet der Beeinflussung 
der Autolyse durch dufere Faktoren dies keineswegs immer beachtet 
worden ist. 

Die wesentliche Ursache fiir die grohen Abweichungen zwischen 
Proben gleicher Art liegt wohl darin, dah einmal die Autolyse in 
den verschiedenen Teilen des Leberbreies, der selbstverstaindlich keine 
homogene Masse darstellt, nicht gleich grof} ist. Daneben kommt in 
Betracht, daf das Antiseptikum ebenso wie die anderen Bestandteile der 
Fliissigkeit, also gerade die zu priifenden Agenzien nicht gleichmafig an 
jedes Teilchen trotz 6fteren Schiittelns herankommt. Ferner spielt eine 
Rolle, dafs eine gewisse Zeit zwischen dem Abwiegen der einzelnen 
Proben vergeht, manchmal bis zu zwei Stunden zwischen dem der ersten 
und dem der letzten Probe; dadurch ist einmal der Wassergehalt der 
Proben nicht ganz gleich, wenn nicht wie bei den spiteren Versuchen 
die Verdunstung besonders vermieden wurde, und dann ist auch die Zeit 
verschieden, ehe die Proben dem hemmenden Desinficienz ausgesetzt 





') M. Ascoli und G. Izar, l. c. 
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werden. Ein weiterer Fehler entsteht durch die Verschiedenheit des Zeit- 
punktes, an dem die Proben aufgekocht wurden. Indessen ist dieser wie 
der vorher genannte Fehler zu vermeiden, wenn, wie es bei den spateren 
Versuchen stets geschehen ist, die Leber wahrend des Abwiegens in Eis 
gestellt wird, desgleichen die eingefillten Proben bis zum Einstellen in 
den Brutschrank und ebenso nach der Herausnahme bis zum Auf- 
kochen. Ubrigens ist dieser Fehler auch in unseren Versuchen ohne 
Verwendung des Eises gering, bezw. aus den Mittelwerten eliminiert, 
weil stets darauf geachtet wurde, dafs die beiden, manchmal drei ent- 
sprechenden Kontrollproben nicht hintereinander abgewogen oder auf- 
gekocht wurden, sondern immer erst eine Reihe differenter Proben, dann 
in gleicher Reihenfolge eine zweite (also in Versuch XLV, S. 26, z. B. 
erst alle Proben mit ungeraden Nummern aufer 19, dann alle mit geraden 
und schlieflich Nr. 19). 

Noch eines wichtigen Faktors ist zu gedenken, der Ungenauigkeiten 
veranlassen kann, das ist die Methode der Enteiweifiung durch Auf- 
kochen. Wir haben in der Mehrzahl der Versuche die gelungene bezw. 
so gut wie vollstindige Enteiweifung, insofern man darunter die Ent- 
fernung nativen Eiweifes versteht, durch negative Eiweifiproben nach- 
gewiesen. Die Biuretprobe ist wegen des Ammoniakgehalts nicht gut 
verwendbar. Konzentrierte Salpetersiure ergab nach einiger Zeit manch- 
mal Triibungen bezw. sehr wenig Niederschlag. Beide verschwanden 
oder wurden erheblich geringer beim Kochen und kehrten nach dem Er- 
kalten wieder; es mufs sich daher im wesentlichen um «Albumosen» in 
der bisherigen Nomenklatur gehandelt haben. Mit Eisessig und Ferro- 
cyankalium erhielten wir ebenfalls geringe Niederschlige. Sie waren 
besonders bei den sofort verarbeiteten Proben (ohne Autolyse) sehr gering- 
fiigig; also auch dies spricht dafiir, daf$ es sich wohl weniger um natives 
Eiweifi als um Albumosen, die bei der Autolyse entstehen, gehandelt hat. 
In einem Falle bestimmten wir den Stickstoff, der in den durch Ferro- 
cyankalium und Eisessig erhaltenen Niederschlagen vorhanden ist, und 
zwar bei Proben, die verschieden lang in etwas verschiedenem Milieu 
autolysiert, und deren Niederschlage auferlich verschieden grofs waren. 
Da es sich nur um kleine Mengen handelt, so macht ein Analysenfehler 
von einem Tropfen durch die Umrechnung auf 10 g Leber relativ grofe 
Unterschiede. Wie aus der folgenden Tabelle (Versuch VIb) hervorgeht, 
betrugen hier die fuferlich grofs erscheinenden Unterschiede zwischen 
den einzelnen Proben weniger als 2 mg Stickstoff. 


Versuch VIb. Das gesamte Filtrat der einzelnen Leberportionen 
auf 500 ccm aufgefiillt. In zweimal 200 ccm N bestimmt (Mittel daraus 
in Spalte 5). Hieraus in Spalte 6 der im ganzen Filtrat von 10 g Leber 
erhaltene N berechnet. Je 60 ccm des Filtrates mit 2ccm Eisessig +- 
3 Tropfen Ferrocyankaliumlésung versetzt; der entstandene Niederschlag 
nach 24 Stunden abfiltriert und zweimal mit schwach essigsaurer Ferro- 


“| 
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cyankaliumlésung ausgewaschen. Analyse in Spalte 7, daraus berechneter 
N in Spalte 8. 








1 2 3 4 b) 6 7 8 
Analysen- Analyse des 

Brei | Aufent- — . N des 

(mit |halt im| zy | mittel |Lés). N in|Niederschlags Nladie, 


Nr. | 20° pal in ccm in ccm evar 
Nr a Biull siitze | B/«-Lauge ated n/s-Lauge s gs - 
fiir */s des |4¥ & LEVEL, fiir 2/25 des 10 g Leber 


mg fiir 





























in g | in Std. _ Filtrats Filtrats 
3. 795 Pa 12,90 782 9 0,22 4,45 
4. | 17,95 12,52 75,9) ©" 0,20 4,06 
13. 775 90 leatl,| 1568 8 95. 0,29 5,95 
14. | 18,10 Natrium| 15,77 |9%, 0,20 4,03 





Ein verschiedener Salzgehalt der Lisungen kann gréfere 
Unterschiede bei der Enteiweiffung bewirken. Merkwiirdigerweise entgeht 
bei gleicher Behandlung mehr Stickstoff der Koagulation in den Proben, 
welche mehr Salz enthalten. Da bei den Arsenversuchen innerhalb ein 
und desselben Versuches gréfere Unterschiede nicht vorkamen, hiufig 
auch vor dem Aufkochen reichlich Kochsalz zugesetzt wurde, so dah 
der Unterschied im Gesamtsalzgehalt minimal war, fallt dieser Punkt 
hier fort. Er spielt aber in den folgenden Mitteilungen eine Rolle. — 
Bei den dort zu besprechenden Versuchen wurde auch mehrere Male 
neben den Stickstoffbestimmungen nach Kjeldahl die Titration mit 
Formol nach Sérensen verwendet. Sie wire als einzige Methode zur 
Untersuchung der autolytischen Gesamterscheinungen natiirlich ganz un- 
brauchbar, nebenher verwendet ist sie eine gute Erginzung der Gesamt- 
stickstoffbestimmung des Filtrates. 

Wir versuchten aufer dem Aufkochen auch noch die Ent- 
eiweifung nach Rona mit kolloidalem Eisenhydroxyd, fanden 
aber auch bei mehrfacher Variation der Zusatze stets in den Filtraten 
grofiere Niederschlige mit Salpetersdure, als sie bei der Hitzekoagulation 
entstanden; im Fall der Leber scheint uns daher diese Methode hinter 
der Hitzekoagulation zuriickzustehen. Solange eben die Frage gerade 
die ist, wieviel Stickstoff wird iiberhaupt bei der Autolyse aus unléslichen 
bezw. kolloidal hochmolekularen Kérpern in eine lésliche, gréftenteils 
wohl weniger kompliziert gebundene Form iibergefiihrt, solange scheint 
die Enteiweifung durch Kochen nicht entbehrlich. Freilich ist auf 
pedantisch gleichmafiige Behandlung der Proben zu achten, 
was Wasser und Salzzusatz anlangt, Dauer des Kochens, Starke der An- 
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siuerung, ob diese vor- oder nach dem Aufkochen stattfindet, u. dergl. 
mehr! ') 

Erstrebenswert ist jedenfalls, die ganze, fiir unsere zeitweiligen 
Kenntnisse etwas komplexe Fragestellung in einzelne Unterfragen zu 
zerlegen und sie dann mit mehreren Methoden zu bearbeiten. 

In dieser und in den folgenden Arbeiten wurden mit Ausnahme der 
ersten Versuche simtliche Proben bakteriologisch untersucht. Es 
ergab sich dabei in der Mehrzahl der Falle Sterilitit auch noch 7 Tage 
nach dem Abimpfen aus den Proben; in einer immerhin betrachtlichen 
Reihe von Fallen wurden aber auch Bakterien festgestellt. Wichtig ist 
hier zu betonen, dafs dies fast meist nur durch Uberimpfen aus der 
Autolyseprobe in Bouillon geschehen ist. Nur in recht seltenen Fallen 
(von ca. 700 benutzten Agarréhrchen, vielleicht zwei- oder dreimal) zeigten 
sich auch nach Ausstrich auf Schrag-Agarréhrchen Kolonien. Meist 
blieben also diese auch steril, wenn die Bouillonréhrchen durch die Fille 
der Bakterien schon 24—48 Stunden nach der Impfung triibe geworden 
waren. Wenn auch hiufiger als die Agarréhrchen, so noch immer relativ 
selten im Vergleich zu den Impfungen in Bouillon ergaben Stich- 
kulturen in Zuckeragar positive Resultate. Wir stimmen daher 
durchaus mil Kikkoji®) itberein, daf ein Uberimpfen allein auf Gelatine- 
réhrchen, wie dies selbst bei der Frage nach der Verwendbarkeit ver- 
schiedener Mittel als Desinficienz bei Autolyseversuchen benutzt worden 
ist, unzureichend ist. Eine Impfung auf Bouillon darf niemals fehlen; 
da aber die Befunde von Osenimpfungen in Bouillon und die von Stich- 
kulturen in Zuckeragar nicht iibereinstimmen — kénnen doch obligat 
anaerobe Bakterien nicht durch die gewéhnliche Bouillon nachgewiesen 
werden —, so glauben wir, daf auf die Stichkulturen nicht verzichtet 
werden darf. Am ehesten sind die Ausstriche auf gewéhnlichen Agar 
zu entbehren, weswegen wir bei den letzten Versuchen nur Bouillon und 
Zuckeragarréhrchen benutzt haben. Einige Male verwandten wir auch 
Serumréhrchen fiir das Impfen, ohne daf sich aber hierbei ein Vorzug 
vor Bouillon ergab; im Gegenteil Serum lieferte auch mehrere Male 
negative Resultate, wo Bouillon positive ergeben hatte. 

Hier ist auch noch darauf hinzuweisen, dafi es nicht geniigt, nur 
nachzusehen, ob sich wirklich Kolonien oder deutliche Triibungen vor- 
finden: in einigen Fallen ergab die mikroskopische Untersuchung im 
hingenden Tropfen, oder wenn durch Gewerbspartikelchen hierbei kein 
endgiiltiges Urteil zu gewinnen war, das Uberimpfen auf andere Réhrchen 
nach einigen Tagen noch positive Ergebnisse; anderseits stellten sich auch 


') Siehe hierzu auch die kiirzlich erschienene Arbeit von 5. P. L. 
Sérensen und E. Jiirgensen, Biochemische Zeitschrift, Bd. 31, S. 397 


(1911). 
2) F. Kikkoji, Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 109 (1909). 
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wiederholt Réhrchen, die nach dem Augenschein infiziert schienen, bei 
dieser nachtraglichen Priifung als steril heraus, weil nur der beim Impfen 
hineingekommene Detritus Triibungen verursacht hatte. *) 

Obwohl es nun gerade bei den Autolysearbeiten auf eine sorgfiltige 
bakteriologische Priifung ankommt, und nur sterile Proben verwertet 
werden diirfen, so ist doch zu erwahnen, daf hiufig Proben, aus denen 
sich nachweislich spiter Bakterien entwickelten, ziemliche Ubereinstim- 
mung in den Werten fiir den nichtkoagulablen Stickstoff mit sterilen 
Proben bezw. manchmal sogar eher eine etwas geringere Bildung von 
léslichem Stickstoff zeigten. Es ist dies wohl so zu verstehen, daf durch 
das Desinficienz wihrend des meist kurz dauernden Autolyseversuches 
(20—24 Stunden) eine Hemmung der Bakterienentwicklung stattgefunden 
hat, daf’ aber doch einige Bakterien bezw. ihre Sporen der Abtétung 
entgangen sind. Derartigen Versuchen kommt ein gewisser, wenn auch 
beschrinkter Wert zu, sie sind daher in Klammern hinzugefiigt. Sobald 
erhebliche Fiiulnis eingetreten war, sind die Unterschiede zwischen Proben 
gleicher Behandlung auferordentlich grof; dies geht aus besondern ad hoc 
angestellten Experimenten hervor, in denen das Desinficienz weggelassen 
wurde. 

Die Resultate der Versuche sind in Tabellen wiedergegeben. In 
der vierten Spalte ist der Prozentgehalt der Fliissigkeit an arsenigsaurem 
Natrium bezw. an arseniger Siure angegeben, welchen die Suspensions- 
fliissigkeit des Leberbreies in der einzelnen Probe hatte. Hierbei ist 
auf die Verdiinnung, welche der prozentische Gehalt durch den Brei 
und durch das so gut wie unldsliche Toluol erfahrt, keine Riicksicht ge- 
nommen. In der fiinften Spalte ist ausgerechnet, wieviel Milligramm As 
auf je 10 g Leber kommen. Wir haben 10g als Einheit fiir alle Rech- 
nungen zugrunde gelegt, weil ungefaéhr soviel durchschnittlich fiir die 
einzelne Probe benutzt wurde. Aus der sechsten Spalte, dem Mittel von 
2 Analysen fiir eine bestimmte Menge des Filtrats in ccm ®/4 bezw. "/10-Lauge, 
ist die siebente Spalte ausgerechnet: wieviel Milligramm léslicher, d. h. 
nicht-koagulabler Stickstoff im ganzen Filtrat von 10 g Leber wire. Als 
Autolyse ist die Differenz bezeichnet, die zwischen dem Stickstoffgehalt 
in Milligramm fiir 10 g Leber der sofort verarbeiteten Proben und dem 


‘) Wir méchten auch an dieser Stelle fiir das liebenswiirdige 
Entgegenkommen unsern ergebensten Dank aussprechen, mit dem uns 
die Direktoren der hygienischen Institute von Kénigsberg und Halle, die 
Herren Professoren Pfeiffer, Kruse und Fraenkel die Mittel ihrer 
Institute zu diesen bakteriologischen Untersuchungen zur Verfiigung ge- 
stellt haben, und desgleichen den Herren Assistenten Prof. Scheller, 
Privatdozenten Biirgers und Kathe, die uns hierbei wesentlich geholfen 
haben; besonders sind wir Herrn Dr. Kathe verpflichtet, der stets in 
der liebenswiirdigsten Weise die erwihnten Uberimpfungen und mikro- 
skopischen Beobachtungen ausgefiihrt hat. 
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der Probe nach stattgehabter Autolyse besteht, und zwar ist fast stets 
die Differenz aus den Mittelwerten aus zwei gleich behandelten Proben 
genommen worden. In der letzten Spalte ist die prozentische Anderung 
zwischen den einzelnen Autolysenwerten angegeben, bezogen auf den 
Autolysenwert der Probe ohne jeden Zusatz. 

Als Beispiel der Umrechnung diene Probe 13 im Versuch LIII, S. 29. 
Fiir Spalte 4 «Prozentgehalt an arsenigs. Na»: zugesetzt sind 4 ccm 
0,02°/o Na,HAsO, zu 116 ccm Aq, also 0,8 mg auf 120 ccm; die Lésung 
enthilt also 0,00066 °/o an Na,HAs@Q,; fiir Spalte 5 «As in mg auf 10g 
Leber»: 0,8 mg Na,HAsO, enthalten 0,352 mg As, diese sind auf 120 cem 
Fliissigkeit und 12,57 g Brei = 10g Leber, da der Brei 20°/o Glas ent- 





hilt, verteilt; auf 10 ¢ Leber kommen also — 10 _.2.71-10—? mg As. 


Fiir Spalte 7 «Lésl. N in mg fir 10 g Leber»: das Volumen von 12,57 g 
Brei betriigt, wenn das spezifische Gewicht der Leber = 1, das des Glases 
= 2.6 gesetzt wird, 10 +- a = 11ccm; Fliissigkeit +- Substanz sind 
auf 200 ccm aufgefillt, also Fliissigkeit darin 189 ccm; fiir 50 ccm Filtrat 
sind im Mittel 13,03 ccm "/10-Lauge gefunden, fiir das ganze Filtrat also 
13,03 ,., a _ 13,03 -189-100-10-1,4 | 

307" 189 ccm und fiir 10 g Leber 50 - 80 12,57 = 68,7 mg N. 
Fiir Spalte 8 «Autolyse»: aus zwei sofort verarbeiteten Proben (Nr. 23 
und 24) hat sich fiir 10g frische Leber im Mittel 223mg N ergeben, 
also ist die durch die Autolyse eingetretene Vermehrung fiir 10 g Leber 
68,7—22,3 = 46,4 mg N; fiir Spalte 9 «Anderung in Prozent>: aus zwei 
ohne Zusatz autolysierten Proben (Nr. 11 u. 12) hat sich im Mittel als 
Autolyse fiir 10 g Leber 49,6 mg N ergeben, also ist die durch As-Zusatz 

46,4—49,6 


bedingte prozentische Anderung a 100 = — 6,5. 
nth 





Resultate. 


Versuch I. Hund durch Morphium und Chloroform getétet. Leber 
von der Pfortader aus blutfrei gespiilt; auf dem Wiegebrett zerhackt; mit 
Glaspulver (25 °/o des Lebergewichts) zerrieben. 65 ccm Fliissigkeit (0,9°/oige 
NaCl-Lésung -+- 0,1- bezw. 1,0- bezw. 10,0 °/oige arsenigs. Na-Lésung); ferner 
10 ccm Toluol. — Dauer der Autolyse 7 Tage bei ca. 35°. Mit /10- 
Essigsiure angesiuert, aufgekocht, mit kochendem, schwach saurem Aq. 
mehrmals dekantiert und filtriert. Filtrat (excl. Substanz) auf 500 ccm 
aufgefiillt. Zur Analyse je 200 ccm. 
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|Prozent-| As Ana- y | .- 

 Brei| — eshalaal eee lysen Léslicher N | q 40. ‘And 

r.| mitte in mg rung 
_arsenig- | auf 10 © : 

img) ungeo | saur. Na | | fohes" ary fiir 10 g Leber lyse in %o 

Fy | | | pA ) | 
1. {25,10 ees ver-| = — 5,42} 25,2 - wi 
2. 25,05 arbeitet | — pee 4,88 92.7 as ae 

sofort auf- | 24,5 
8, 125,25} gekocht, —_ — 5,56| 25,6 —| — 
Brutschrank 
4./25,00) — | — — | 31,10} 145,0) | — 

. 134,4 |109,9 
5.|25,15| — : — — | 26,70} 123,8f | — 
6. meal oan 0,00154 5,3:10~" 26,30 | 121,8 973 |— 11,1 
7. 125,00, | 0,0154 | 58-1071) 26,05) 121,5 97,0 |— 11,7 

Beim Aut. | 1 
(8. ]25,05;  <jonen ; 524,19 |5112,5 >88,0], — 
a: | | 0,154 | 53 
9. {25,30 — | | 25,24 116,2 91,7 — 16,5 
10. |24,90 — | 1,54 53 17,09| 79,6 55,1 — 50,0 
Versuch II. Hiindin durch Halsschnitt getétet. Gleiche Behand- 
lung wie Versuch I. — 62 ccm Fliissigkeit excl. 10 ccm Toluol. Dauer 
44 Stunden bei 37°. 
5 |Prozent-| As Ana- | Léslicher N | Ande- 
| Brei Bemer- jgehaltan| in mg | lysen in mg /|Auto- 
Ri. mpala? mittel - rung 

in g| kungen | arsenig-| auf 10 g| in fir 10 g | lyse |. 4 

| saur.Na| Leber | 2/,ccm Leber in? 
1. {18,2 |)sofort ver-|  — — | 299| 192 1920\ 16 at te 

| '( arbeitet poe pre ue 
2. 18,05 2,74 | 17,70f _ 
3. |18,5 = — _ 17,17 108.5 90,1; — 
[5. |18,0 ssianiaiiiel \ 0.00162 58-10-2 Re _ — —|] 
6. 17,9 - ‘I 15,36 100,1 81,7'\— 9,3 

ne 

eA ‘ — | 8.61 | 55,3 
Ae bi ‘\ot62 | 58 er 1 2? | 599) 344 |— 61,7 
8. |18,1 _ J 7,84 | 50,5 f 
9, “a | 9,48 | 61,5 

il ‘11,08 | 409 OV 594) 41,0|— 545 
10.1825) — jf As,0; 8,97 | 57,4f 7 | 




















Schon aus diesen beiden Versuchen tritt uns deutlich 


eine Hemmung der Autolyse durch Arsen entgegen. 


Es gilt 


dies sowohl fiir kleinere, mittlere und grofe Dosen. Wir sehen 
schon eine Hemmung von etwa 10°/o durch eine 0,0015 bezw. 
0,0016°/oige Lésung von Na,HAsO,, also durch ca. 0,05 mg 
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Arsen auf 10 g Leber. Auch die zehn-, hundert- und tausend- 
fach so groBen Dosen wirken im gleichen Sinne, wenn auch 
bei diesen die Hemmung viel stirker ist und bis zu 50 und 
60°/o betrigt. 

Diese hemmende Wirkung tritt nicht nur bei Hunden ein, 
sondern auch bei Katzen und Kaninchen, wie die beiden fol- 
genden Protokolle zeigen. 

In den folgenden Versuchen XX und XXXa fiillt ein Be- 
fund, der nichts mit unserem Thema zu tun hat, auf: der aufer- 
ordentliche Unterschied in der Gréfe der absoluten Autolysen- 
werte. Bei Versuch XX sind nach schon 18 stiindiger Dauer etwa 
35°/o des iiberhaupt vorhandenen koagulablen Stickstoffs in 
nichtkoagulable Form tibergefiihrt worden. 


Versuch XX. Katze unter Chloroform durch Nackenstich getétet. 
In jedes Glas Stiicke aus einem anderen Leberteil, und zwar bedeutet 
|. linker, r. rechter, m. mittlerer, u. unterer Lappen. Die einzelnen Stiicke 
nur mit der Schere etwas zerkleinert. Kein Glaspulver. 90 ccm Flissig- 
keit (0,9 °/oige NaCl-Lésung +- 0,5 °/oige arsenigs. Na-Lésung), ferner 10 ccm 
Toluol. Dauer 18 Stunden bei 40°. — Auf 500 ccm (excl. Substanz) 
unter Zusatz von 2°/oiger KH,PO,- und 20°/oiger NaCl-Lésung aufgefillt. 
Zur Analyse je 200 ccm. 








coiianiaian 





—— 























| | Prozent-| | As | Ana- | Léslicher N Ande- 
| Leber Bemer- gehalt an in mg lysen- in mg Auto- 
aiid, in ¢ kungen | arsenig- auf 10g bene fiir 10 g lyse eg 
| saur. Na | Leber | ®/4 ccm Leber in °%o 
1.| 8891. \sofortver-- — | — | 255] 246) 5,4) | _ 
2.| 9,02 r, |f arbeitet | - — | 250] 238f ~’ 
10.|8,92r.|)  — _ — | 14,18 |136,4 
13. 9,841. | _ | — | — | 14,21 |124,0 138,7/114,5 = 
15. 11,09m. — | — | — | 20,04 156, a 
| ‘ 
9,; 8,00":"" — it | 8,32 D 
ei \ 0275 | 1,11 9,5 87, “ 63,0 |\— 45,0 
14. 8,00Lm) — j | 7,92 | 85,0 
Alle Proben steril. 
Versuch XXXa. ¢ Kaninchen; verblutet. 25°/o Glas. 50 ccm 


mit Chloroform gesittigte 1°/oige NaCl-Lisung +- 1 ccm 0,5°/oige arsenig- 


saure Na-Lisung; 2 ccm Chloroform, 5 ccm Toluol. 
50 ccm unter Zusatz von 20°/oiger NaCl- und von 2°/oiger KH,PO,- 
Zur Analyse je 100 ccm. 


Auf 2 


Liésung (incl. Leberbrei) aufgefiillt. 








Dauer 22 Stunden. — 
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| Prozent- | As | Ana- |Léslicher N | Ande- 
,, | Brei| Bemer-  gehalt an in mg | lysen- | inmg | ito-|* _ 
Nr. : j Pe | f 10 | : li | fii © rung 

ing| kungen | arsenig- au gmittelin fir 10 g | lyse}. 9 

| _saur.Na| Leber | ®/s ccm | Leber esses 

7. 10,10) | sofort ver- 0,01 0,38 | 2,74 | 30,5 _ ary 
15. 9,05f arbeitet © 247 30,7 f 
1/1013} —- | — — | 418 {465 ) 0}. 
Sa | | . 45,8 | 15,3 | — 
5.| 9,92 —- |; — | = 3,98 | 45,2 | | 
3. |10,00 wis | 3,94 (44,3 | | 

| 0,01 0,38 43,2 | 12.6 |— 17,5 
11.|10,00/; — jf 3,74 |421 Jf” | 











Alle Proben steril. 


Der Gesamtstickstoff von 10 g Leber betragt bei der Katze 
rund 355 mg. Schryver?) findet durchschnittlich 362 mg, wir 
in einem Versuch 348 mg. Hiervon sind 24 mg in dem frischen 
Organ in nichtkoagulabler Form vorhanden, also sind in unserem 
Falle weitere 114,5 von 334g in Lésung gegangen. Diese 
starke Autolysezahl, die wir nur noch bei rein aseptischen 
Versuchen erreicht sehen (s. in der folgenden V. Mitteilung 
Versuch XXVIII), ist wohl so zu verstehen, dai diese Ver- 
suche schon einen Ubergang zu aseptischen bilden. Die Leber ist 
namlich nicht wie sonst zerkleinert, sondern nur mit der 
Schere zerschnitten worden, und so dringt das Antiseptikum 
wenig in die relativ grofen Stiicke ein, und daher befinden 
sich die Mehrzahl der Leberteile unter aseptischen, durch kein 
Desinfizienz gestérten Bedingungen. Im Gegensatz zu dieser 
hohen Autolyse bei Versuch XX steht die niedrige in Ver- 
such XXXa. Einmal ist hierbei auBer dem Toluol noch Chloro- 
form als zweiter schidigender Faktor vorhanden, dann aber 
handelt es sich um ein Kaninchen, statt um einen Karnivoren, 
und schon bei den Chininversuchen?) ist dem einen von uns 
der Unterschied zwischen der Gréfe der Autolyse bei Hund 
und Kaninchen aufgefailen. Dieselben Erfahrungen machte im 
Hallenser Institut ein Schiiler Lessers, Lindemann,*) der 





') S. B. Schryver, Biochemical Journ., Bd. 1, S. 123 (1906). 


*) Laqueur, 1. c. 
5) Lindemann, Zeitschrift f. Biolog., Bd. 55, S. 36 (1911). 
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zeigte, dafi die Autolyse bei Kaninchen auch im einzelnen eine 
ganz andere ist, z. B. ohne Gasbildung verlauft. Worauf der 
Unterschied beruht, ist bisher nicht festgestellt. Es wire in- 
teressant, zu untersuchen, ob nicht Reaktionsunterschiede des 
Gewebes und des Blutes hierbei eine Rolle spielen, da wir 
wissen, daf diese fiir die Gréfe der Autolyse besonders in 
Betracht kommt; auch ist an besondere Stoffe, die die Autolyse 
hemmen bezw. fordern und dgl., zu denken. Wir hoffen, dieser 
Frage nochmals experimentell naher treten zu k6nnen. 

Kehren wir zu unserem Hauptthema zuriick, so ist bei 
der Hemmungswirkung durch das arsenigsaure Natrium auch 
daran zu denken, ob nicht die ‘Steigerung der Alkalescenz durch 
die Hydrolyse des Salzes dabei mitbeteiligt ist. Sie ist aller- 
dings nicht groB genug, um selbst bei den Proben mit den 
groBten Zusatzen eine deutliche Farbenanderung des Lackmus 
im Vergleich zu den anderen Proben hervorzurufen, was aber 
nicht dagegen spricht, dai nicht eine ganze Reihe saurer 
Gruppen in dem Eiweifbrei abgesattigt sind. Da® aber jeden- 
falls die Hemmung durch die hydrolytisch entstehende Alka- 
lescenzzunahme nur eine nebensiachliche Rolle spielt, und ein 
spezifischer Einflu8 des Arsens vorhanden ist, geht ja aus der 
Wirkung der Zusitze von arseniger Siure hervor, und dies 
zeigt auch noch zum Uberflu8 der folgende Versuch. Wird 
nimlich zu der mit 10°/oigem arsenigsauren Natrium versetzten 
Probe so viel Salzséiure zugegeben, wie die entsprechende Menge 
reine 10°/oige arsenigsaure Natriumlésung zur Neutralisierung 
auf Lackmus verlangt, ist also jedenfalls keine merkliche Hy- 
drolyse vorhanden, so ist auch die Hemmung noch eine sehr 
starke (ein arsenigsaures Natrium- und Salzséuregemisch re- 
agiert dann neutral auf Lackmus, wenn etwas weniger als die 
Halfte des vorhandenen Natriums gebunden ist). 


Versuch V. Hiindin. Gleiche Behandlung wie Versuch I, nur 
20°/o Glaspulver. — Zu Nr. 7 und 8 aufer 10 ccm 10°%/ciger Na,HAsO, 
soviel HC] hinzugesetzt, wie die gleiche Menge Na,HAsO, bei einer vor- 
hergehenden Titration zur Neutralisierung verbraucht hatte. — Dauer 


24 Stunden. 
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| | | 
| Prozent- | _As Ana- |Léslicher N Ande- 


|Brei| Bemer- | inmg jlysen-| . Auto- 
| | ysen-| | 
Nr. | gehalt an auf |mittel) ‘7 ™8 | rung 
ing} kungen | 4rsenig- | 10g in fir 10 g | lyse in %e 





| 
| | saur. Na| Leber niecem, Leber 





| | | 

| 
1. 28,1 |sofort ver- aie | —— 6,25 24. | 
2.(28,05)) arbeitet | — | — | 682/226") — | — 
[3. |28,0 [Prorree aee = | 25,09 97,9) | 























| gangen, faulig — Lise 
4. |27,9 — | — — 18,56 | 72,7 49,3) — 
5. 28,1 me | 19,01 | 74,0 
ms \,000016 5,15-10-4 1 730! 49.6\-+ 06 
6. 28,3 — J 18,62 | 72,0 | 
7. 28,1 16,39 | 63,8 
“ Mr nea ize 54,5 \ 62.8} 39,4|— 200 
8. |28,4 | j 16,09 | 61,9 J 

| 
9, 27,88 sme 13,49 | 53,0 

ugeag \1 61 52,2 , | 55,3 31,9 |— 35,4 
10. 28,0 — j 14,79 | 57,6 | 





Bei Nr. 1 und 5 nur eine Analyse. 


Als Ergebnis unserer bisherigen Versuche konnten wir 
also eine Hemmung der Autolyse durch Arsen bei verschie- 
denen Tierarten und grofien wie kleinen Dosen angeben. Dies 
Resultat teilten gleichzeitig mit uns auch Hess und Saxl') 
mit, die ebenfalls den EinfluB des Arsens auf die Autolyse 
untersucht hatten. Es hatte sich also nach unseren Versuchen. 
im Falle des Arsens kein Parallelismus zwischen Beeinflussung 
der Stickstoffausscheidung und der Wirkung auf die Autolyse 
ergeben. Denn es fehlte vdéllig die Férderung der Autolyse 
durch bestimmte Dosen, die wir nach der Wirkung toxischer 
Gaben auf die Stickstoffzersetzung erwarten muBten. Ja auch, um 
die Hemmung der Autolyse durch kleine Dosen als ein Analogon 
fiir die Verringerung der intravitalen Stickstoffausscheidung zu 
verwerten, sind wohl die bisherigen Versuche noch nicht aus- 
reichend. Die angewandten Dosen sind bei Hess und Sax! 
in allen Fiallen, bei uns auch noch meist zu grof, um ohne 
weiteres in Parallele mit den kleinen Gaben gestellt zu werden, 
die intravital den Stickstoffansatz vermehren. Freilich kennt 
man die genaue Groéfie der Dosen, die etwa im Leben das 





1) L. Hess und P. Sax], I. c. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIX. 2 
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Verhalten der einzelnen Organe, also in unserem Falle die 
Leber beeinflussen, nicht genau. Denn, wie der eine von uns 
schon in der «Chininarbeit»!) betonte, kann man das natiirlich 
nicht durch einfache Division der dem Tiere gereichten Dosis 
durch das Gesamtko6rpergewicht mit Sicherheit erfahren; kénnen 
doch spezifische Selektionsprozesse eine besondere Anreicherung 
der betreffenden Substanz in gewissen Organen herbeifiihren. 
Aber man erhalt doch durch eine solche Berechnung eine Vor- 
stellung tiber die Grofenordnung der wirksamen Gaben, weiterhin 
kann man bei der — natiirlich tibertriebenen — Annahme, daf 
eine voOllige Absorption der Gesamtmenge der gereichten Sub- 
stanz in einem Organ statthétte, jedenfalls das Maximum der 
Dosis kennen lernen, das fiir die Gewichtseinheit dieses Organs 
in Betracht kommen konnte. 

So fand Weiske?) bei 2 Hammeln einen deutlichen Stick- 
stoffansatz bei Gaben von 1165 bezw. 565 mg As,O,, die tiber 
20 bezw. 16 Tage verteilt wurden (Anfangsdosis 5 mg, End- 
dosis 180 bezw. 100 mg). Im Durchschnitt war die tagliche 
Dosis der Hammel, deren mittleres Gewicht 48 bezw. 47,6 kg 
betrug, 60 bezw. 36 mg As,O,, d. i. 45 bezw. 27 mg As. Bei 
gleichmébiger Verteilung tiber die Korpersubstanz kamen auf 
10 g Leber pro die 9,3 - 10-% bezw. 5,7 - 10-* mg As (nimmt man 
eine etwa dreitiigige Akkumulierung an, so waren es ca. 2,8 - 10~-° 
bezw. 1,7 -10-* mg As). Bei vélliger Absorption des gereichten 
As in der Leber, diese zu 2°/o des Gesamtgewichts gerechnet, 
wiirden sich auf 10 g Leber pro die 4,65-10—! _ bezw. 
2,35 -10-! mg As ergeben. 

Ahnlich sind die Zahlen in Cloétta-Lardellis%) Ver- 
suchen am Kaninchen. 60 mg As,O, tiber vier Monate ver- 
teilt — tagliche Durchschnittsdosis also 3,75 .10-'! mg As — 
brachte deutlichen N-Ansatz hervor. Das mittlere Gewicht der 
Kaninchen war 900 g. Bei gleichmifiger Verteilung tiber die 
Koérpersubstanz kiimen auf 10 g Leber pro die 4,2 - 10-* mg As 
(bei dreitagiger Akkumulierung 1,26 - 10-* mg As). Bei volliger 





le. 
*) H. Weiske, Journ. f. Landwirtschaft, 1875, S. 317. 


3) Cloétta, |. ¢. 
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Absorption des Arsens in der Leber, diese zu 45 g gerechnet, 
auf 10 g Leber pro die 8,3-10-* mg As. 

Die bei den Autolyseversuchen verwandten Arsenmengen 
sind zum Teil erheblich gréfer. Dies gilt auch von der kleinsten 
Dosis, die Hess und Saxl!) tiberhaupt angewandt haben. Im 
vierten ihrer Versuche kommen 3,5 mg As,O, auf 20 ccm 
Fliissigkeit und 5 g Kaninchenleber, also etwa 1,05 mg As auf 
10 g Leber, bezw. wenn auch hier das gesamte As durch 
die Leber absorbiert wiirde, 5,3 mg auf 10 g Leber. In unseren 
eigenen Versuchen sind die Dosen zwar viel geringer, aber 
auch noch grOdfer als die intravital in Betracht kommenden. 
In Versuch I 5,36-10-? fiir 10 g Leber bei gleichmiébiger 
Verteilung zwischen Fliissigkeit und Leber, 2,6 . 10—! bei v6l- 
liger Absorption des As durch die Leber, in Versuch II 
5,8 - 10-2 bezw. 3,2- 10-1. | 

Einige Zeit nach Hess und Saxls und der kurzen Mit- 
teilung des einen von uns veroffentlichte G. [zar?) eine Arbeit, 
wonach bestimmte Dosen von Arsen und zwar bei Anwendung 
des Arsens in Form verschiedener arsenigsaurer und arsensaurer 
Salze eine Forderung der Autolyse verursachten, sich also doch 
der von uns erwartete Parallelismus nachweisen lief. Izar 
stellte die Untersuchungen in M. Ascolis Institut an, der in 
Gemeinschaft mit mehreren Schiilern, Truffi, Izar, Preti, in 
einer ganzen Reihe von Fallen*) entsprechend unserer Hypothese 
einen Parallelismus zwischen intravitaler Stickstoffausscheidung 
und postmortaler Autolyse bewiesen hat. Izar glaubte die 
Differenz zwischen den eigenen Ergebnissen und den von Hess 
und Saxl und den unsern durch die verschieden groBen Dosen 
erklaren zu kénnen und meint, wir hatten teils zu grofe, teils 
zu kleine Dosen ausschlieflich benutzt und gerade die mittleren 
nicht angewandt. Dies ist ein Irrtum Izars, der dadurch ent- 
standen, daf in der Publikation tiber den Vortrag des einen 
von uns nur ein Versuch als Beispiel fiir mehrere andere an- 
gegeben ist. Als zunichst die Versuche mit genau denselben 





1) L. Hess und P. Sax], 1. ¢. 
*) G. Izar, Biochem. Zeitschrift, Bd. 21, S. 46 (1909). 
5) Siehe Zitate S. 2. 


O* 
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Dosen, wie sie Izar benutzt hatte, wieder angestellt wurden, 
fanden wir auch nur eine Hemmung, und der eine von uns 
schrieb darum gelegentlich einer Zusammenfassung derartiger 
Versuche in der «Medizinischen Klinik»,') daB die Angaben 
Izars nicht bestaétigt werden konnten.?) 


Es zeigen dies Versuche XXXV, XXXVII, XXXVIII, XL. 


Versuch XXXV. Schweineleber; gleiche Behandlung wie im 
folgenden Versuch XXXVII. — 21,4°/o Glaspulver. Dauer 70 Stunden. Es 
wurde unter Zusatz von 25 g NaCl und 10 ccm 2°oiger KH,PO, 5 Minuten 
im Wasserbade aufgekocht. — [Durch zu schnelles Aufschliefen ist bei der 
starken Salzmenge eine grofie Zahl der Analysen verloren gegangen, so 
beide <sofort aufgekochten» Proben, ferner die Proben ohne Arsen, und 
alle Kontrollproben mit ungeraden Nummern.] — Die in Klammern bei- 
gesetzte Zahl in Spalte 5 gibt die Zahl der Analysen. 


Gesamtstickstoff: 


a) 0,970 g Leber = 8,55 ccm 1/4-Lauge; 10 g Leber also 308,5 mg N 
b) 1,370 >» » = 10,35 » > ; 10>» » >» 269, » » 
Mittel: 289 mg N. 


EE EE En rn sl 


























Brei Prozentgehalt As in mg Analysen- Léslicher N 
Nr. an arseniger auf : fiir 
in § Sdure 10 g Leber mittel 10 g Leber 
(4. 29,99 0,0004 2.77-10-" | 28,72 (3) 113,1) 
6. 30,20 0,002 1,38-10—' | 28,30 [1] 111,6 
8. 30,04 0,004 2,76-10—' | 27,25 [1] 107,3 
10. 30,00 0,006 414-10-' | 2833 [3] 111,5 
12. 30,00 0,01 6,90-10—1 | 25,78 [3] 101,5 
14. 30,00 0,02 1,38 24,40 [1] 96,0 
16. 30,10 0,04 2.76 20,26 [2] 79,4 





Die Proben bis auf 4 steril; im Agarréhrchen von 4 einige Kolonien. 





det. 

*) Durch ein Versehen steht an dieser Stelle tibrigens statt Izar 
Preti, worauf mich (Laqueur) Herr Kollege Preti, dem ich hierfiir 
bestens danke, freundlichst aufmerksam gemacht hat. 
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Schwein geschlachtet. Leber sofort nach 
Offnen des Bauches in Chloroformwasser. Dann mit 20°/o Glaspulver 
und 10 ccm Toluol verrieben. In jeden Kolben 250 ccm Flissig- 
keit (Aqua -++ 0,1°%oige arseniger Séure) und 10 ccm Toluol. — Dauer 
70 Stunden bei 37—38°. Nach Zusatz von 5 ccm 2°/oiger KH,PO,- und 
10 ccm 20°%oiger NaCl-Lésung 5 Min. im Wasserbade aufgekocht; ohne 
Auffiillen auf bestimmtes Volumen filtriert. Je 50 ccm zur Analyse, aufer 


Versuch XXXVII. 


bei 17 und 18, wo je 100 ccm genommen wurden. 


a) 1,39 g Leber 
b) 1,15 g 


» 


| 


Gesamtstickstoff: 


2 ’ 


10 >» 


2 a 


304,5 >» 


12,15 ccm /4-Lauge; 10 g Leber also 306,0 mg N 
10,04 » 


> 





Mittel: 305,2 mg N. 















































Prozent- As Ana- Léslicher And 
g Bemer- aint an in mg |lysen- N Auto- ” 
Nr. ante auf mittel| in mg rung 
Brei| kungen |4rseniger) 10 g in | fir 10 g | lyse}. 
i" 6) YY in °/o 
Saure | Leber |"/4ccm| Leber 
17. |30,00| | sofort ver-|  — — | 1210) 467. | — | — 
18. |29,95) J arbeitet | = _— — 11,42) 441f 7} — | — 
Was 
I. — seeetianainnatonl bin — aid a ea a 
2. 30,05 —- | — _ 13,17 |101,6 56,2) — 
| 
3. 30,02 — |) 13,22 |101,9 56,7 |-+ 09 
| 0.0004 |2,74-10~? 
[4. 30,08) — ) 14,13 109.0 | 63,6); — 
5. 29,95 _ \ 12,06 | 93,1 
' 0,002 |1,87-:10—') |’ ” 496,8) 51,4 |— 8,5 
6. 29.98 — _” , 13,01 Jie “— 
7. 29,96 ‘ne \ 11,41 88,1 42,7 |— 24.0 
' 0,004 |2,74-1071) 
(8. 29,98 _— . 13,88 |107,1 61,7]} — 
9, 29,96 _ —— 11,50| 88,9 43,5 |— 22,6 
(10. 30,02, — | ! 16,74 |129,1 83,7]| — 
11. 30,01 - | 12,19 | 94,0) 
; 0,01 |6,85-107*) |” ” $93,7| 48,3 |— 14,0 
12. 3000) — if . 12,10| 93,5) 
13. |30,00 — 11,79 | 91,0 45,6 |\— 18,9 
pet \oo2 |1,87 ~ 
(14.")'30,02 — J 13,73 |106,0 60,6)| — 
15. 30,10 —_ 11,76 | 90,6) 
0,04 (2,74 87,2| 41,8 |— 25,6 
16. (30,03 — 10,87 | 83,8) 











1) Probe 14, deren Werte ganz auferhaib der iibrigen liegen, wird 


besser nicht beriicksichtigt. 
Die Proben bis auf 4, 8, 10 steril; von diesen sowohl auf Agar 


wie Zuckeragar (anaerobe) Kulturen. 
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Schweineleber; gleiche Behandlung wie 
Dauer 70 Stunden. 


Versuch XXXVIIL. 
in Versuch XXXVII, nur 16,9°/o Glaspulver. 


Tn ___________________________) 
| | | | 


























| | | Prozent- j Ana- | Léslicher l* 

Brei, Bemer- gehalt an aliases lysen-| N Auto-| snte- 
Nr. | “arsenig- auf 10g crane in mg | rung 

‘ing  kungen | saurem in | fiir 10 g | lyse|. , 

| | | Na |~ Leber n/acem Leber - 2 
17. |25,03|) sofort ver-| — — | 875 73}, ; a on 
18. 25,08 J arbeitet _ “ 8,70 |37,09 7, — _ 
1. 25,00 o “e — [15,10 a = 
2. 25,03) — — - gore | ~ 
3. 25,00 _ , 915,11 |67,1 | 

0,0004 |1,62 - 10 73.2) 

4.|25,05, — J 17,87 |79,2 J/°| 96.0 [+ 08 
5. 24,98) - 0,002 310. 10-2114 S| il ‘ 
6./25,00, — ; ; 17,03 |75,6 f/*77| 349 |— 48 
2407) ns } 0,008 1,62. 10-1// 49 '))640 \6 9) 30 14 
8. \24,93) = — 16,15 {71,9 fo7| 7 |— 20 
9.2505) = — 008 943 .19-1|49 [663 |, - 
10. 24,95) = — 15,50 |68,7 f°) 23 |— 35, 
11. 25,03) _ 15,15 |67,2 

eon 0,01 4,05. 10-1). : _45 
12. 25,08) — 15,25 675 vais apne Wile 

Volumen vor 
13. 25,10 14,59 (64,5 

ee loos ine oe loa. 26,1 |— 26,9 
14. 25,05) statt 264 — 13,91 (62,2 


La 


') Bei 7 nur eine Analyse. 
Alle Proben steril. (Da aber die Temperatur des Brutschranks in 
der ersten Nacht auf 46° gestiegen, sind die Kulturversuche nicht ganz 


beweisend.) 


Versuch XL. 


und 10 ccm Toluol verrieben. 
In jeden Kolben 200 ccm Fliissigkeit und 10 ccm Toluol. 


Eis. 


Hund, erschossen. 


67 Stunden bei 37,5—39,5°. 
Versuch XXXVII. 


Leber mit 22,5°/o Glaspulver 
Leberbrei wahrend des Abwiegens in 


Dauer 


Im tibrigen gleiche Behandlung wie in 
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| j | 




















| Prozent-| | Ana- | Léslicher | ; 
Brei| Bemer- (gehalt an | As in mg| lysen- | N Auto- Ande- 
Nr. | | arsenig-| auf 10g | mittel| in mg | rung 
ing} kungen | saurem in | fiir 10 g | lyse!.. 4g, 
| | | Na Leber M/ecem) Leber tog “0 
17. 20,90 \sofort ver, — i 5,25 | 480) | — | — 
18. 20,17 arbeitet = _ -- 5,07 | 480)" | — | — 
1. |19,7 ma —- | - -< 9,76 | 99 _ 
2,'20,001 — | — — {1098 1080)°°")° °° | ~ 
3. (20,25 — | 9,30 | 88,5 40,5]|  — 
| eet } 0,005 204-10? ; | 
4. /20,00; — 10,11 | 96,6 48,6 | — 47 
5. |20,82; — 10,80 | 99,1 4) — 
bP | 0.0025 |1,02-10-! , 2 
6. |20,38} — J 10,17 | 95,5 47,5 | — 6,8 
7.|19,80; — \ 10,17 | 98,5 | 
170,005 |2,04-1071) “for 6| 49,6 | — 2,7 
s.j20,364 — | 10,24 | 96,8) °° |" 
9/2015} — 9,99 | 95,4 
; 70,01 |4,08-107') ’ | 97.6 49,6 | — 2,7 
10.|20,21) — 10,51 | 99,8 i 
11. /19,85) — \ aioke (aie 9,35 | 91, boas oe 
17 0,025 j1, 8 | — 
12.2005) — | 10,06 | 96,6 . 
13.2030) — oo loos 10,05 | 98. ae a 
) i ie 
14.12049} — J 10,73 |101,0 - 
15. |20,12} — 10,16 | 99,1) | 
0,1 |4,08 (99,8 51,8 | + 1,7 
16.|20,02, — 10,28 |100,6) °°" | °° | 7 

















Die Proben bis auf 3 und 5 steril. Bei 3 Agar und Bouillon, bei 
5 Bouillon positiv. 


Durch einen Unterschied der Tierart (I[zar hatte stets 
Kalbsleber benutzt) war die Differenz zwischen unseren Er- 
gebnissen kaum zuerkliren. Wir wiederholten darum zum dritten 
Male die Versuche, indem wir die Methode in einem, wie wir 
geglaubt hatten, ganz unwesentlichen Punkte anderten: die Leber 
namlich auch nur fein in der Fleischmaschine zerkleinerten, wie 
dies Ascolis Schule, auch Izar stets machten, und nicht noch 
weiter mit Glaspulver zerrieben, wie wir es bis dahin fast immer 


getan hatten. 








bo 
—~ 
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Hund durch Halsschnitt verblutet. Leber durch 
Fleischmaschine. Kein Glaspulver. Leber wahrend des Abwiegens 
in Eis. In jedem Kolben 150 ccm Fliissigkeit. (Aq. + 0,01°/o bezw. 
0,1°o arsenigs. Na.) -+-10ecm Toluol. Dauer 66 Stunden bei ca. 36,5°. 
Nach Zusatz von 10 ccm 15°/o KH,PO, 5 Minuten in kochendes Wasserbad. 
Aufer 17 und 19, die (inkl. Substanz) auf 200 ccm aufgefiillt wurden, ohne 
Auffiillen auf ein bestimmtes Volumen filtriert. Je 500 ccm zur Analyse. 


Versuch XLIII. 
































| | — 
'Prozent- . Ana- | Léslicher ‘ 
La- | Bemer- /gehalt an As in mg lysen- N “ |Auto- Ande- 
Nr. ber | arsenig-| auf 10 g|mittel; in mg rung 
'. | kungen | saurem in fir 10g | lyse! . 
one | Na Leber nigccm| Leber in “0 
19. | 8,26 J arbeitet _ _ 1,94 | 31,5) a 
1.1806; — - — |7,21 |101,6 
2. 825 _ _ ~_ 8,01 *) |110,0'109,1] 75,4 | — 
18. 8,24 - _ _ 8,42 |115,8 
3. 8,14 — ) _9| 7,81 7 
0,00066 |2,78 - 10 108,5| 74,8 |— 08 
417,95} — ” 7,57 |1083) 
5.|7,99| verloren \ i — — 
‘‘0,00133 |5,56 - 10 
6/810) — ff’ - 8,77 |122,8 89,1 | 182 
| 
7. | 8,24 8,20 /|112,8 
0,0033 |1,89-10—*) ; {12,3 78,6 42 
&. 8,02 _ | - 7,91 (111,8 aa 
9. | 8,15 — \ _4| 7,25 sie: . 
| 0,01 417-10 102,2| 68,5 | —9,1 
10. | 8,04 — | ’ iin 7,33 |103,5 
11. 8,60) verloren \ ~ a 
| (0,033 1,39 53,7 |\— 31,4 
12. 8,50 -- | 6,57 | 87,4 
13. 8,13 = \ 7,24 pile 
70,1 417 100,8| 67,1 |— 11,0 
4.1804; — | ’ 7,13 |100,7 
15. | 8,52 -- 6,01 re 
0 13,3 73,0) 39,3 |\— 47,9 
16.| 8.14 — | - 4,76 | 66,5 


') Nur 





eine Analyse. 


Alle Proben steril. 
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Versuch XLIV. Hund. Gleiche Behandlung wie in Versuch XLIIL. 
Nur wurde 120 ccm Fliissigkeit (Aq. -++ 0,1°/oiges 


Kein Glaspulver. 
arsenigs. Na) -+- 10 ccm Toluol zugesetzt. 
Nach dem Kochen vor dem Filtrieren auf 200 ccm (inkl. Substanz) auf- 


Dauer 18 Stunden bei 38°. 












































gefiillt. Zur Analyse je 50 ccm Filtrat. 
Prozent-| , | Ana- | Léslicher | | “ 
Leber} Bemer-  gehalt an, As in mg| lysen- N | Auto-| 4nde- 
Nr. | _arsenig-| auf 10g |mittel; in mg | rung 
in g | kungen | saurem in | fiir 10 g| lyse}. 
| Na Leber nisccm) Leber | in "/e 
17.| 9,93 |\sofort ver-| — se 2,86 | 38,3). | 
| ee 7366, — | — 
18. | 11,00)7 Seer — -- 2,94 | 35,0 
1.| 9,97 |\gesprungen| — -- = a a — 
2. | 10,17 — — — 5,57 | 72,8 
72,9| 36,3) — 
19. | 10,38 aa — ~— 5,71 | 73,1 
3. | 10,15 — ! _9| 4,75") 79,0)_, . 
0,00066)2,71 - 10~” 74,5) 37,9\4+ 4,4 
4./1027/  — 5,42 |70,05°° + 
5. | 10,10 — 6,04 | 79,4 
+ 0.0013 |5,42-107?) ’ }92,7 46,1\-+- 27,0 
8. | 10,58 _ sii 6,86 | 86,0 + 
_ “ | 0.0083 1,35. 10-1) °° at 9 (829 51,3\+- 41,4 
6. | 10,28 — 6,57 |848) "| °” pee 
9. | 10,03 — | » an—4| 9:26 | 70,0 
} oo1 4,05 - 10 _ ,¢72,8| 36,2i\— 03 
10. | 10,12 — 5,62 | 75,6 
11. | 10,60 — | 5,45 | 68,1 
0,033 1,35 68,1) 31,5|— 18,2 
I2.)101] 5,17 | 68,1 ¥ 
13,| 9,97 — | 5,64 it 
7 0,1 4,06 73,0| 36,4 0,3 
14. | 10,42 wn J 5,62 | 71,4 “a 
15. | 10,01 — | 4,14 | 56,3 
} 0,38 13,5 a lz 20,6|— 54,4 
16.| 9,98 _ | 4,35 | 58,2 
1) Statt auf 200 ccm ist Nr. 3 auf 251; 7 auf 204,6; 10 auf 204,5; 


12 auf 200,5; 15 auf 204,6; 16 auf 200,7 ccm aufgefiillt. — Alle Proben 


steril. 


Diese beiden Versuche zeigen, dai sich dann tatsichlich 
bei bestimmten Dosen eine Férderung ergibt. 
dings viel kleiner als die von Izar beobachtete. 

Versuch XLV und XLVI, in denen wieder mit Glaspulver 
zerrieben wurde, lassen nur Hemmungen der Autolyse erkennen. 


Sie ist aller- 
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Versuch XLV. Hund. Gleiche Behandlung wie in Versuch XLIV, 
aber mit 28,1°/o Glaspulver zerrieben. 108 ccm Fliissigkeit -- 10 ccm 
Toluol. Dauer 18 Stunden bei 36—38°. 












































| | | Prozent- . | Ana- | Lislicher | x 

| Brei| Bemer- |gehalt an As 1n-mg lysen- N Auto-| A2de- 
Nr. | | arsenig- | auf 10 g mittel in mg | rung 

ing! kungen | saurem in fir 10 g lyse). 4g, 

| | | Na Leber nfacom Leber mh 
17. 1280) sofort sie = =e 3,08 443 42 _| 
18. 12,67 arhettet | _ — 2.80 me “ . 
1. 12,62 “a — | 5,65 |83,0) | 

| 
2./12,46  — ” - 5,98 88,9 ‘86,21 43,7 | — 
19, |12,63) — | i 5,89 |86,6 

| | 
3. |12,46 zerbrochen a ~~ 

eos 10,000033 1,35 - 10-3 

4./1268) — 5,61 82,0 39,5 |— 9.6 
5.1262) — , | 5,54 |81,0 
ines \0,000066 27.1073 | ° \ 81,7 39.2 |— 103 
6/1281) — 5,74 |82,5 
7.|12,744 — 5,58 '80,8 

eans 1o,00066 |2,7-1072 | °° | Lei 9) 394 |— 98 
8.12566 — | 5,65 |83,1 J 
9.12.45) — » | 5,33 |79,1 

‘ \0,0013 64-1072 | ” | 92,6 40,1 |— 82 

10. sei - 5,80 |86,2 
11./12,70) — 5,43 |79,0 

egal 10,0033 mae) Oe | | 82,6 39,5 |— 9,6 
12./12.61, — 5,79 |85,0 | 
ss -| ‘ 
13.12.45} — _,| 5,39 |80,1 : 

ions loot | 4,05- 1071) OP \ 79,3 36,8 |— 15,8 
14. 12,32) — J 5,24 |78,6 

Sa ial 
15.1263) — 4,72 |69,0 
veh iene 10,033 1,35 ee | 72,4 29,9 |— 31,6 
16./12,61) — 5,16 |75,8 | 




















Alle Proben steril. 
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Versuch XLVI. Hund. Gleiche Behandlung wie Versuch XLV, 
nur mit 20°/o Glaspulver. 120 ccm Flissigkeit -+ 10 ccm Toluol. Dauer 
19 Stunden bei 36—37°. — Die Mehrzahl der Proben (20) dadurch ver- 
loren, dafs zu kleine Kolben benutzt wurden, die durch den bei der Er- 


wirmung, Gasentstehung u. dergl. m. erzeugten Druck platzten. 


OO OO —— 



































| 'Prozent-| ,. ; Ana- | Lisl. N | P 
Brei| Bemer- (gehalt an) As in mg lysen-| in mg | Auto-| Anderung 
Nr. | | _arsenig-| auf 10 g | mittel fir 10 © 
in g| kungen | saurem | o_o in | lyse in %o 
| | Na | me ccm| Leber | 
| | 
F = sofort ver- _ 9 a Se 
24. oe euieaiien -- 6,70 | 23,4 
23, 12,63, — _ — | 15,58) 545 | 311 | — 
16. 12,41; — 0,0013 | 5,4-10~*| 13,97 | 489 | 255 | —180 
20. 12,55 _ 0,034 | 1,35 11,64 | 40,7 | 17,3 | —445 


Es ist tibrigens im Versuche XLV schon eine deutliche 
Hemmung durch noch geringere Dosen, als die meist sonst an- 
gewandten, zu erkennen, und es ist damit die oben erwiahnte 
Forderung erfiillt: die Wirkung solcher Dosen auf die Autolyse 
zu untersuchen, die mOglichst den intravital angewandten gleich 
kommen. 

Um wirklich sicher zu gehen, daf die Férderung durch 
bestimmte Dosen, durch eine gewisse Behandlung (Zerreiben 
mit Glaspulver) verhindert, bei einer anderen aber deutlich wird, 
stellten wir noch zwei Versuche an, wobei die verschiedene 
Behandlung mit Teilen ein und derselben Leber vorgenommen 
wurde. Der durch Zerkleinern mit der Fleischmaschine ent- 


standene Brei wurde in zwei Portionen geteilt, die eine Portion 
ohne weitere Manipulation mit den verschiedenen Zusitzen 
autolysiert, die andere erst nach Zerreiben mit Glaspulver 
(s. Vers. XLVII u. LIII). 
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Versuch XLVII. Hund verblutet. Leber durch Fleischmaschine. 
Eine Halfte ohne Glas in Nr. 1—9 und 21, 22 eingewogen; die andere 
Halfte erst mit 16,6°/o Glaspulver verrieben in Kolben 10—19 und 
23, 24 eingewogen. 96 ccm Flissigkeit (Aq. + 0,190 bezw. 0,2°/o arsenigs. : 
Na.) -+ 10 ccm Toluol. Dauer 20 Stunden bei 36,5 bis 37,5°. Im iibrigen : 
wie Versuch XLIV. : 















































| | ~ ~ _ 
| | Prozent- . Ana- | Loéslicher m 
Leber! Bemer-  |gehalt an As in mg lysen- N Auto-| Ande- 
Nr. | | javaenig- auf 10 g/mittel! in mg rung 
|in g/| kungen | saurem in fiir 10 g | lyse |. 
| | | Na. Leber nlscem| Leber in %/o 
21.) 8,16 ben ver-| __ sae oe 25,8} — — 
22, 8,28 J arbeitet | — _ 1,63 | 26,4) ~~’ : 
1, 8,13. née — — 4,38 | 72.5 46,7| — ' 
(2.| 8.00; — — ~ 4,35 | 73,1] 
3/815; — | | 4,32 | 71,3 
oot '\0,00066 2,71-10-2} © } 73,6 47,8| +238 
4805) — ) | 4,55 | 76,0f 7° #28) +r 8 
5.| 8.03 — 4.35 | 72,9 if 
\o,00133 5,42-10-2) © \ 74,9 49,1| +5,1 
a , 4,65 | 77,0 i i £ 
7.| 8,09 4,34 | 72,2 i 
| 0,0033 1,85-1071] ~ 3} 74:8 49,0) +49 
8. 8,05 — f ioe 4,64 | 77,5 + 
9.812} — | 0033 | 185 | 3,53 |585 32,7 |— 80,0 ie 
| Brei [ 
| ing : 
23.| 9,61 |) sofort ver-| ~— 1,65 ue oe : 
24.| 9.07 \J arbeitet a a 1,53 | 27,2) °°’ iB 
i 
11.| 9,99 _ owe _— 4,07 | 65,5 2] 
| acl 64,2| 36,8) — ; 
12.1000) — _ _ 3,91 | 62,9 ‘ 
(13. 10,05 _ | _»| 4,75 | 76,0 48,6]} — 
| 0,00066 |2,70 - 10 
14. 10,28 wise i 4,11 | 64,2 36,8|+ 0,0 
15. 10,01 om» F 4,06 | 65,3 
a }o,00138 5.4 -10-2 : | 62,4| 35,0|— 4,9 
16. 10,05 _— 3,72 | 59,5 
17. 10,02 — | _4| 4,09 | 65,5 
0,0033 |1,85 - 10 } 60,7 33,3|— 95 
18, 9,81 — J 3,41 | 55,9 
19. 10,21 _ 0,033 1,35 3,67 | 57,6 30,2 |— 17,8 


























Die Proben bis auf 2 und 13 steril, von 2 war Bouillon tribe, 
von 13 aufierdem auf Agar und Zuckeragar Kolonien. 
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Versuch LIII. Hund, erschossen. Gleiche Behandlung wie bei 
Versuch XLVII. Eine Halfte ohne, die andere mit 20°/o Glaspulver. 120 ccm 
Flissigkeit -- 10 ccm Toluol. Dauer 67 Stunden bei 37°. Zur Titration 
n/yo-LOsungen verwandt. 






























































3 | IProzent- | Ana-|Lislicher| | ,_ 
4 Ret gehalt | ™& AS jiysen-| NN [Auto Ande- 
3 Nr.| ber | | Bemerkungen | an auf j|mittel-- in mg | ‘Tung 
3 | arsenig-|4, wert in| fiir 10. g | lyse) 
3 | in g | ‘saur. Nal!08 Leber neem Leber | 7 : 
4 os | aa ger apres ! 
: 7 7 Iafrate a 4,52 |24,4 oat Mrs 
e 29 | hne Zusatz ‘on ro 2 97 insti “a 
(9.99 Po autgcocht 4,92 27,0) 
e 1. 9,88) _ io — | 14,24 |76,7 \_. ideas 
ae 0,0) ¢ ——s 
a 2. 10, 05, a a — 13,99 [74,0 ‘ides ig 
7 3. 10,12 ia 14,56 (76,4 | | 
4 | 0,00066 2,71 -107?) * }77,3| 52,9 |+- 3.9 
i 4. 10,12 ‘i 14,89 782 ll tad Bs 
a 5. 10,10 —- 14,37 (75.5 
4 | 0,00133'5,42-10—7| \75 0) 50,6 |— 0.6 
a 6. 10,02 ~- f 14,02 ra = ie 
s 7. 9,96 - N 15,05 |80,5 ) 
# | 0,0033 |1,85-10—1) ~’ ” ¢79,5| 55,1 3 
E 8. 10,07 - f 14,89 a em ee 
be 9. 10,00 one | 0,038 1,35 13,27 70,5 46,1'— 9.5 
a | Brel | | 
a ing | | 
E 23.| 260), — _ 4,05 |22,1 | 
< sofort verarbeitet 93.2) ~. 
: 24./19,75 — ot 4,21 225 )°° 
: 11, 12,48 sas | si — | 13,38 |70, 1 a 
. 12. 12,54 _ Pa — | 13,82 |73,0 a oe 
: 13.125 _ 3 |68,7 46,4 | — 6.5 
; | D7 \o o006e'2 71 «10-2 13,03 |68,7 4/—65 
: op geplatzt | —_ 7 
; 15./12,58 on 13,32 |70,1 
— 0.00133 /5,42-1072 , \ 67 3 45,0 '— 9.3 
sel pee _ j 12,43 |64,6 | 
(17.1251 Edvautgskecht ¢ qggg 1.38.19—1| 15:02 |79.4 57,1) — 
18./12,54 — i 13,84 |73,0 50,7 +4. 2.2 
19.12.64) geplatzt (9,33 [1,35 a a 





Alle Proben steril. 


Wir sehen hieraus, daf dieselben Arsendosen, welche 
eine gewisse Férderung der Autolyse des Fleischmaschinen- 
breies bewirken, Hemmung der Autolyse im Glaspulverbrei be- 
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dingen; dies gilt sowohl fiir kurze (eintagige), wie fiir langere 
(dreitagige) Autolysen. — Eine vollig befriedigende Erklarung 
fiir diesen Unterschied kénnen wir nicht geben. Am wahr- 
scheinlichsten ist, dafh bei der Autolyse der nur zerkleinerten 
Leber mehr aseptische Bedingungen bestehen, das Desinficienz 
nicht jedes Teilchen ebenso vollstindig erreicht, wie es im 
Glaspulverbrei der Fall ist. Fiir diese Auffassung, dafi die 
Storung durch das Desinficienz im «Fleischmaschinenbrei» ge- 
ringer ist, spricht auch, daB dann die Autolyse fast in allen Fallen 
grOfer als im Glaspulverbrei ist. Unter Berticksichtigung auch der 
in den folgenden Mitteilungen wiedergegebenen Versuche er- 
gibt sich bei einer Autolyse: von 20'/2—22stiindiger Dauer fiir 
10 g Leber durchschnittlich 35,0 mg im Glaspulverbrei (5 Faille) 
und 51,4 mg im Fleischmaschinenbrei (6 Fille). 

Die Ursache der Verschiedenheit zwischen den Ergebnissen 
der Arsenversuche bei «Fleischmaschinen- und Glaspulverbrei» 
etwa darin zu sehen, dafi beim Zerkleinern durch die Fleisch- 
maschine mehr «lebende Elemente» erhalten bleiben als beim 
Zerreiben mit Glaspulver, ist kaum angangig, da man sich von 
der Lebendigkeit von Zellen in destilliertem Wasser und Toluol 
wohl keine zu groBbe Vorstellung machen darf. ') 

An dieser Stelle mag darum auch darauf hingewiesen 
werden, daf immer bei allen antiseptischen Autolysen daran 
zu denken ist, dafis wir ein geschadigtes Ferment vor uns 
haben. Der Abbau bei der aseptischen Autolyse ist ein viel 
schnellerer und auch im einzelnen anderer. 

Untersuchen wir also den Einflu8 bestimmter Stoffe 
auf die antiseptische Autolyse, so addiert sich deren 
eventueller Einflu{ stets zu dem des Desinficienz. Wir kénnen 
daher keine ganz reinen Resultate erwarten. Uns erscheinen 
darum fiir unsere Hauptfrage: Parallelismus von Beeinflussung 
der Stickstoffausscheidung und von Wirkung auf die Autolyse, 

| ‘) Anmerkung bei der Korrektur. Herr Dr. S. Loewenthal, 
Braunschweig, macht uns freundlichst darauf aufmerksam, daf bei 
der durchschnittlich geringeren Autolyse im Glaspulverbrai auch an eine 
direkte Giftwirkung des Glases zu denken ist: Alkali, aber auch 
andere differente Substanzen kénnten bei der grofen Oberflaiche des 
Glaspulvers leicht abgegeben werden. 
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wie wir schon oben erwahnten, auch die Resultate wichtiger, 
welche eine Férderung beider Vorgiinge ergeben, als die, welche 
eine Hemmung zeigen. Trotzdem sind diese im vorliegenden Falle 
wohl auch von Bedeutung, da, in unsern Versuchen wenigstens, 
die Dosen mit bereits hemmendem Einflufi auSerordentlich 
niedrig sind und an die Kleinheit der Gaben, die im Tierkérper 
zum N-Ansatz fiihren, heranreichen. — Indessen fehlt, um diese 
Hemmung durch kleinste Dosen (0,1—0,3 - 10-* mg As fiir 10 g 
Leber) mit Recht in Analogie mit den vitalen Vorgiingen zu 
stellen, noch das experimentum crucis, daf bei ein und der- 
selben Versuchsanordnung moglichst an derselben Leber kleinste 
Konzentrationen hemmen, etwas grOBere fordern und noch 
groBere wieder hemmen. Hierzu bedarf es, um die notigen 
Kontrollen anzustellen, grdSerer Lebermengen, und wir haben 
hierzu Schlachttiere benutzt, aber gerade hierbei keine Steri- 
litiit erreicht. Wir hoffen, diesen Versuch nochmals gelegent- 
lich nachzuholen. Solange dieser fehlt, ist es méglich, daB die 
Hemmung nur eine Folge der Behandlung der Leber, z. B. der 
kombinierten Wirkung des Arsens und des tief eindringenden 
Desinficienz ist. 

Was aber das wichtigere Ergebnis, die von Izar und 
uns erwiesene Ff 6rderung der Autolyse durch gewisse Arsen- 
mengen anlangt, so stimmen sie hinlanglich ihrer GréBe gut 
mit denen iiberein, durch die Gihtgens') und Kossel!) eine 
vermehrte Stickstoffausscheidung erhielten. In dem Versuche 
Kossels handelte es sich z. B. um einen 21 kg schweren Hund, 
bei dem nach 104 langer Eingabe von Arsen (durchschnittlich 
0,1 g A,0O, pro die), Dosen von 0,2 bis 0,25 g von arsenig- 
saurem Natrium, eine deutliche Vermehrung der N-Ausscheidung 
eintrat; d. i. durch 88—110 mg, also durch 4,2—5,2 - 10-* mg 
As auf 10g K6rpersubstanz. Die fordernden Dosen liegen bei 
Izar zwischen 0,2—0O,7 - 10-?, am deutlichsten ist die Férderung 
bei 6—8.10-? mg As auf 10g Leber; in unsern Versuchen 
liegt sie bei Dosen zwischen 2,7—13,5 -10-? mg As. 

Endlich scheint auch der Befund, daf noch gréfere Dosen 
wiederum Hemmung der Autolyse hervorrufen, ein Analogon zu 





1) |. c. 
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intravitalen, freilich erst post mortem konstatierbaren Prozessen 
zu finden: bei sehr akuten, mit groBen Dosen herbeigefiihrten 
Vergiftungen scheint ein Verbrauch des ldéslichen Stickstoffs in 
den Organen vorzukommen, ohne dafi — durch autolytische 
Vorgiinge — entsprechender Ersatz eintrete. 

Im Anfang der Arbeit hatten wir erwihnt, da8 bisher 
zwei Wege eingeschlagen worden sind, um die Beziehung der 
Autolyse zu Vorgangen wiahrend des Lebens festzustellen. Den 
einen haben wir in den bisher besprochenen Versuchen ver- 
folgt — EinfluB des Zusatzes einer Substanz mit bestimmter 
intravitaler Wirkung auf die Wirkung der Autolyse zu normalen 
Organen —, der andere Weg ist die Untersuchung frischer Organe 
von Tieren, die mit solchen Substanzen vergiftet worden sind, 
auf den Gehalt an léslichem Stickstoff und ferner die Verfolgung 
der Autolyse dieser Organe. 


Wir haben auch mit Arsen zwei solche Versuche angestellt. 

Versuch III. 12,5 kg schwerer Schaferhund erhalt am 10. Januar 
1908, 4 Uhr nachmittags, 1,3 ccm 10,0°/o arsenigsaures Natrium subcutan 
injiziert. Hinterher gefressenes Brot wird erbrochen. 9 Uhr abends 
wird nochmals 1,0 ccm derselben Lésung injiziert. Am nachsten Morgen 
6s Uhr wird der Hund tot vorgefunden. Um 8'/2 Uhr wird die Leber 
mit physiologischer Kochsalzlésung von der Vena cava aus blutfrei ge- 
spilt. Die inneren Organe fiihlen sich noch warm an, obwohl der Hund 
im Keller gelegen hatte; der Tod war also wohl erst kurz vor 6'/z Uhr 
eingetreten. 

Die Leber wird in der gleichen Weise wie in Versuch II (S. 13) 


behandelt. 20°/o Glaspulver. 60 ecm Fliissigkeit exkl. 10 ccm Toluol. 
ee eee eee 




















.| Léslicher N 
| Brei Stunden nnaiyaee He a 
mittel in - Autolyse 
| in g im Brutschrank | ,, nye fir 10 g 
, Leber 
| 
1. | 30,6 \ 2,59 9 20) _ 
fort beitet 9,45 
Pee Ditivu: s” a 
(5. | 31,0 ) “0 12,97 48,6 > 39,2] 
6. | 29,85 |J | 14,11 | 51,2 41,8 
7. | 30,7 4 0,5 
| = 2 49 1941 | 709 \oo5| 63,1 
8. | 303 If 20,57 | 74,5 f 

















Bei Nr. 5 ca. 3°%o Verlust. 
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Versuch IV. 13,5 kg schwerer Hund erhalt am 25. Januar 1908, 
12 Uhr mittags, 0,6 ccm 5°/o arsenigsaures Natrium subcutan; desgleichen 
am 26. Januar, 7'/: Uhr, 1,0cem und am 27. Januar, 7'/: vormittags, 
1.4ccm. Der Hund stirbt abends 7 Uhr. Er wird bis zum _ niichsten 
Morgen kalt aufbewahrt. Dann wird er in gleicher Weise wie in Ver- 
such III weiter behandelt. Die Mehrzahl der in den Brutschrank gesetzten 
Proben wird faulig. Ihre Analysen sind nicht aufgefiihrt. 








| a ait 
| Léslicher N | 

















Brei Stunden Analysen- | : | 
Nr. | » on | Eo | Autolyse 
™ ing | im Brutschrank | songetian | far 10g | = 
- 4 | nig com | Leber 
1. | 30,00) | 280 | 102 _ 
2, | 30,05 | | 340 | 118 
Poe |; sofort verarbeitet; =. | 112 
13. | 25,20 | 257 | 111 - 
14. | 2480 | | 276 | 122 
- | mae an on 3 
4. | 24,85 24 | 993 | 446 | $29 


Nr. 1 nur 1 Analyse. 


In beiden Fiillen verlief die Vergiftung schnell; in dem 
einen trat der Tod innerhalb von 16 Stunden nach der ersten 
Arsengabe ein. — Die Versuche zeigen einen um 150 und mehr 
Prozent niedrigeren Gehalt an léslichem Stickstoff, als ihn alle 
normalen Tiere ergeben haben. Der Durchschnitt aus 41 eigenen 
Bestimmungen an 41 normalen Hunden ist 30,0 mg fiir 10 ¢ 
Leber; die beiden niedersten normalen Werte waren 18,4 und 
21,1, wahrend hier nur 9,5 und 11,2 mg N in 10 g Leber gefunden 
werden. — Die Autolyse ist in dem einen Falle von normaler 
GroBe, in dem anderen geringer, als sich im Durchschnitt ergibt. 

Man kénnte den Einwand erheben, die grofie Verschieden- 
heit im Gehalt an léslichem Stickstoff in diesen beiden Fiillen 
gegeniiber allen normalen stamme daher, daf wir gerade hier die 
Leber beidemal nicht sofort nach dem Tode, sondern erst nach 
ca. 4—13 stiindiger Aufbewahrung der Tiere im Kalten verarbeitet 
haben. So wenig Berechtigung dieser Kinwand von vorneherein zu 
haben schien, so haben wir ihn doch noch durch einen besonderen 
Versuch am normalen Tiere mit Sicherheit ausgeschlossen. 

Versuch XVII. Hund, 14. I. 1909, 4530’ getitet; er wird bei 
ca 2—4° aufbewahrt. Der Kérper ist am 15. I. 9" starr. Die Leber 
und die Muskulatur beider Oberschenkel wird fein gewiegt. — Leber- wie 
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Muskelbrei in einzelnen Portionen 100 bezw. 200 ccm in 0,9°oiger NaCl- 
Losung aufgeschwemmt. Reaktion amphoter. Nach schwachem Ansauern 
aufgekocht. Auf 500 ccm aufgefillt; vom Filtrat je 200 ccm zur Analyse. 

















; - Analysenmittel | Lislicher N in mg 
Nr. Leber in g | 5 
, in 2/4 ccm | fir 10 g Substanz 
1. 35,31 16,30 *) | 37,6 
_ ¢ 38.0 
2. 17,22 7,82 1) 38,35 
linke Oberschenkel- | 
| muskulatur | 
. 37,65 13,24 | 28,45? %) 
4, 37,05 1934 42,2 
rechte Oberschenkel- | 
muskulatur | | 
D, 34,82 | 16,91 | 39,5 
| ; | a | > \ s90 
6. 35,22 j 17,57 | 40,6 J 


') Probe 1 und 2 nur je eine Analyse. 

*) Probe 3 ist wohl wegzulassen, da sie nicht nur hier, sondern 
auch aus den sonstigen Bestimmungen des Gehaltes der Muskeln an 
lislichem Stickstoff herausfallt (s. Versuche VI—VIII der folg. Mitteilung). 

Man erkennt daraus, daf der Gehalt der Leber an lés- 
lichem Stickstoff eher etwas grOfer als in der Norm ist, wohl 
ein Zeichen, dafi eine geringe Autolyse stattgefunden hat, die sich 
vermutlich abspielte, ehe die inneren Organe abgekiihlt waren. 

Aus den beiden obigen Vergiftungsversuchen mit Arsen 
erhalt man daher den Eindruck, daB die Dosen so grof waren, 
da nach Verbrauch des normalerweise vorhandenen ldéslichen 
Stickstoffs das autolytische Ferment bereits vergiftet war, ehe 
es noch zu einer Reizwirkung kam; zu deren Ausbildung bedarf 
es einer gewissen Zeit und keiner zu groBen sogleich deletiéren 
Gaben. — Auch Jacoby?) fand bereits, daB eine Vermehrung 
des mit Magnesia austreibbaren Stickstoffs sowohl in der frischen 
Leber, wie nach der Autolyse bei der Phosphorvergiftung nur 
dann eintrat, wenn sie nicht zu stiirmisch, verlief, und es zur 
Ausbildung einer typischen «Phosphorleber» gekommen war. — 

Zum Schluf stellen wir kurz in einer Tabelle die Resultate 
zusammen, die wir durch verschieden grofe Dosen und bei 
verschiedener Behandlungsweise der Leber erhalten haben. 


') M. Jacoby, Diese Zeitschrift, Bd. 30, S. 174 (1900). 
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Ubersichtstabelle. 


Leber nur zerhackt. 








Versuchs- Arsen” in mg auf 10 “ Leber 




















Nr. 12.7 - 107? ae 10— 144. 10> Vg. 10-1] Sill 13 
| | | | | | 
XX. a ~ foo. |. |= 45,0 
xLuL || | —os | +182 | + 42 |—91/— 31,4/— 479 
N | 
S| | ee | i 9 
XLIV. | oo) +44 | +270 | +414 | —03/— 1382|— 543 
pe | | | + 03 
Sp | ’ 
XLVIL |} £} +23 | + 51 | +49] . |— 300 
LIL. 3 +39 > — 06 | + 83 | . |— 95 = 
“| 41 98 | +497 | +588 | — 94 |— 139.8 )— 1022 
4 | 4 4 7. FF 2 
Durchschnitt .| ++ 2.4 | 4494 | +147 | —47|— 200\— 51,1 











Danach ergibt sich als wesentliches Resultat: 

Arsen zeigt der Autolyse gegeniiber ein Verhalten, 
dafi sich auf Grund seiner bekannten Beeinflussung des 
Stoffwechsels durch toxische Gaben voraussagen lieB: 
in gewissen Dosen und bei bestimmter Zerkleinerung 
der Leber steigert es deren Autolyse, eine Wirkung, die 
sich bei anderer Behandlungsweise in das Gegenteil verkehrt. 
Auf der Unkenntnis von der Bedeutung der Behandlung beruht 
unsere friihere Angabe, dai Arsen die Autolyse stets hemmt. 

Die Hoéhe dieser f6rdernden Dosen stimmt hinsichtlich der 
GroéBenordnung (um 0,07 mg As pro 10g K6rpersubstanz) gut 
mit der der intravitalen, zur vermehrten H-AUAeC ere, 
toxischen Dosen tiberein. ; 

Auch bei derselben Behandlungsweise der Leber fiihren 
etwas gréBere Dosen (um 0,4 mg As und mehr pro 10g 
K6rpersubstanz) zur Hemmung der Autolyse. Diese Wirkung 
beruht vermutlich auf einer Zerst6rung des autolytischen Fer- 
ments, ahnlich dem Einflu8 anderer starken Gifte auf Enzyme, 
und ihr Analogon zum vitalen Verhalten stellt wohl der Befund 
dar, daS sehr akut mit Arsen vergiftete Tiere einen auffallend 
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geringen Gehalt der Leber an léslichem Stickstoff und auch eine 
etwas kleinere Autolyse als normale Tiere zeigen. 
Was die bei der gewohnlichen Zerkleinerungsmethode (Zer- 


, hacken und Zerreiben mit Glaspulver) erhaltene Hemmung der 
a Autolyse durch kleinste Dosen (um 0,002 mg As pro 10 g 
a Leber) anlangt, so muS es noch unentschieden bleiben, ob 


sie fiir Prozesse intra vitam eine Bedeutung hat. 








Uber den Ejinflu& des salicylsauren Natriums auf die Autolyse. 
II]. Mitteilung.') 


Autolyse und Stoffwechsel. 
Von 


Ernst Laqueur. 
Nach zum Teil in Gemeinschaft mit Hh. cand. med. K. Briinecke und 
K. Crampe ausgefiihrten Versuchen.) 


(Aus den physiologischen Instituten in Kénigsberg i. P. und Halle a, 5.) 


Der Redaktion zugegangen am 13, April 1912.) 


Durch mehrere Untersuchungen ist tibereinstimmend fest- 
gestellt, dab die Salicylsiiure, ihre Salze und Ester in gréferen 
Dosen zu einer vermehrten Stickstoffausscheidung fiihren. 

Auf die Literatur brauchen wir hier nicht einzugehen, da 
sie durch O. Loewi?) vor einiger Zeit zusammengestellt ist. 

Von dem in der vorhergehenden Mitteilung erorterten 
Gesichtspunkte ausgehend, untersuchte ich, ob nicht ent- 
sprechend der Wirkung der Salicylsiure auf intravi- 
tale Vorgiinge, die zu einer vermehrten Stickstoff- 
ausscheidung fiihren, auch die postmortal zu beobach- 
tende Autolyse gesteigert ist. 

Ks wurde der EinfluB des Natriumsalzes der Salicylsiure 
gepriift, da die Siiure selbst geringe Léslichkeit besitzt und 
darum nur in verhiiltnismifig kleinen Konzentrationen zu unter- 
suchen ist, und dann kénnte vor allem ihre Saéurenatur einen 
spezifischen Einflu8 vortiéiuschen, worauf auch Salkowski*) 
schon aufmerksam gemacht hat. — Die Methode zur Be- 


') S. die vorhergehende Arbeit. Das Ergebnis dieser Versuche ist 
im Zentralbl. fiir Physiologie, Bd. 22, Nr. 23, 1908/09 kurz mitgeteilt. 

*) v. Noordens Handbuch der Pathologie d. Stoffwechsels, 2. Aufl., 
2. Bd., S. 798 (1907). 

') KE. Salkowski. Diese Zeitschrift, Bd. 638, S, 136 (1909). 














ber den Einfluf$ des salicylsauren Natriums auf die Autolyse. [I]. 39 
stimmung der Autolyse ist dieselbe wie in der vorhergehenden 
Mitteilung. Neben dem nicht-koagulierbaren Stickstoff ist mehr- 
mals die Menge frei werdender Aminogruppen nach Sorensen 


bestimmt worden. Alle Autolyseproben mit Ausnahme der 
von Versuch VI—VIII und XXXIXa wurden bakteriologisch 
untersucht. 


Die Autolyse unter Zusatz von Salicylsiure und auch von 
Benzoesiiure, von deren EinfluB die niaichste Mitteilung handelt, 
ist, wahrend wir mit den hier vorliegenden Versuchen beschiiftigt 
waren, in Salkowskis Laboratorium von Yoshimoto!) und 
Kikkoji?) geprift worden. Die Fragestellung war aber hier 
eine ganz andere, und dementsprechend die Methode in den 
Hauptpunkten so anders, daBb diese Untersuchung fiir unsere 
Aufgabe nicht in Betracht kommt. 

Yoshimoto und Kikkoji priiften die Desinfektionskraft 
der beiden Saéuren neben der einiger anderer Stoffe und be- 
stimmten, welche Konzentration fiir eine zuverliissige Erhaltung 
der Sterilitaét nétig ist. Sie stellten dabei auch fest, daf die 
Autolyse in den gesittigten Lésungen dieser Siiuren im Ver- 
gleich zu den Autolysen unter den anderen Mitteln am grobten, 
ca. 2!/2mal so grofi als unter Chloroform ist. Da nun jedes 
Desinficienz eine Schidigung des autolytischen Fermentes dar- 
stellt (s. auch die vorhergehende Mitteilung S. 30), so kann 
man hieraus nur schliefen, wie es die beiden Autoren und 
Salkowski’) in einer daran anschliefenden Arbeit getan haben, 
dafi die Schiidigung durch Chloroform, Senf6l, Borséure eine 
gréBere ist, als durch Salicyl- oder Benzoesiiure, von irgend 
einem spezifischen Einflu} eines dieser Stoffe in bestimmten 
Dosen ist hierdurch nichts zu erfahren. Hierzu miissen sich 
natiirlich alle Vergleichsproben unter denselben Grundbe- 
dingungen, also unter dem Einflu6B ein und desselben Desinfi- 
cienz befinden. 

Ubrigens spielt bei dem Kinflu8 der gepriiften Stoffe auf 
die Autolyse auch ein methodischer Fehler mit, durch den die 





1! S. Yoshimoto, Diese Zeitschrift, Bd. 58, S. 341 (1909). 
*) T. Kikkoji, Ibid., Bd. 63, 5S. 109 (1909). 
"—1 ¢ 











1) Ernst Laqueur, 


Autolyse unter manchen Zusitzen grdfer erscheint, als sie tat- 
siichlich ist, ein Fehler, der in den Arbeiten Yoshimotos und 
Kikkojis keine Bedeutung hat, fiir unsere Untersuchung aber 
eine Schwierigkeit darstellte, auf die wir zunachst nach den 
sonstigen Erfahrungen iiber die Wirkung von Salzen bei der 
Koagulation von Eiweif nicht gefaft waren.) 

Wir fanden niimlich bei unseren Versuchen, daf die 
Filtrate — bei im tibrigen genau gleicher Behandlung — mehr 
Stickstoff enthielten, wenn Salz zugegen war, als wenn dieses 
fehlte. Dieser griéBere Stickstoffgehalt ist wohl kaum anders 
zu erklaren, als daB bei Salzzusatz die Entfernung des Eiweibes 
aus dem Filtrat weniger vollstindig geschieht. Selbstverstind- 
lich kann dann durch diesen Mehrgehalt der Filtrate an Stick- 
stoff eine Erhéhung der Autolyse vorgetiuscht werden. 


Hierfiir ist Versuch LXVIa (auf der folgenden Seite) ein gutes 
Beispiel. 

Ohne die Proben 3, 4, 18 wiirde man nach dem Ergebnis der 
Proben 11 und 12 eine Férderung der Autolyse durch salicylsaures Natrium in 
1° viger Lésung annehmen, wahrend tatsachlich eine starke Hemmung 
vorliegt. Man kann dies gut erkennen, wenn man Proben miteinander 
vergleicht, die im Augenblick des Aufkochens gleichen Salicylsduregehalt 
haben und sich nur hinsichtlich des Zeitpunktes des Salicylsiurezusatzes 
unterscheiden, ob er vor oder nach der Autolyse liegt. Die Titration nach 
Sérensen ergibt auch die Hemmung durch 1°/oiges salicylsaures Natrium. 

Der Einfluf§ des Salzzusatzes kiénnte sich bei der Enteiweifiung an 
zwei Stellen bemerkbar machen: entweder vor oder nach dem Auf- 
kochen, in dem einen Falle wire die Denaturierung eine unvollkommenere, 
in dem anderen wire die Zuriickhaltung des einmal denaturierten bei 
der Filtration, also die Koagulation, unvollstandiger; schlieSlich kénnen 
auch beide Fille gleichzeitig eintreten. 

Die beiden folgenden Versuche LXIa und LXVa (S. 42) zeigen, 
daf’ der Zusatz soviel von salicylsaurem Natrium, dafs die Lésung 0,1 
bezw. 1,0°/o von dem Salz enthait, nachdem einmal die Denaturierung 
eingetreten ist, gleichgiiltig ist, eher eine geringe Verbesserung in der 
Ausfallung, in der Koagulation, eintritt. 


1) Im Laufe des letzten Jahres ist zu dieser Frage eine Mitteilung 
von Chick and Martin, Journ. of Physiol., Bd. 43, S. 1 erschienen. 
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Ernst Laqueur, 


Versuch LXIla, Hund. Behandlung wie in Versuch LXVIa. — 
Zu jeder Probe 90 ccm Wasser und 5 ccm Toluol. Alle Proben vor dem 
Einsetzen in Brutschrank 5 Min. im kochenden Wasserbade; nach dem 
Kochen 10 ccm Flissigkeit (Aq. + 1,0 °/o bezw. 10,0°/oiger Na salicyl.-Lés.). 
— Darauf 19'/e Stunden in Brutschrank. Hinterher zum zweiten Male 
nach Zusatz von 6 ccm 15°/o KH,PO, 5 Min. im kochenden Wasserbade usw. 
































wie bei Versuch LXVIa. 
Nach dem 1. Kochen]Analysen-] Léslich. N 
Ny rei Na salicylic. mittel in mg Anderung 
Prozent- | in mg fiir} 12 ccm fiir 10 g 
in g gehalt 10g Leber|"/1o-Lauge Leber in %o 
7, | 1615 ~ ae 5,75 | 26.6 | 
264], — 
8. 14.04 es as 5,62 | 262 J 
5. | 1408 |) 587 | 27,4) 
(), 8.9 26,5 0,4 
16. 14.10 |) 550 | 256) 7” + 
11. 14,02 5,76 27,0 | 
1,0 89,0 26,3 — O04 
12. | 1418 {J 5,56 | 25,7 | 


Versuch LXVa. Kalb. 








Alle 








Proben steril. 





Die Leber sofort nach der Herausnahme 


in Chloroformwasser und 18 Stunden auf Eis, dann ‘/e Min. in kochen- 


des Wasser, 
20°/o Glaspulver. 
Wasserbade. 


bevor sie weiter wie in Versuch LXla verarbeitet wurde. 


90 ccm Aq. -+ 5 ccm Toluol, 5 Min. im kochenden 


Danach 20 Stunden in Brutschrank; hinterher 10 ccm Aq. 


bezw. 9 ccm Aq. + 1 ccm 10°%o Na salicyl., und zum zweiten Male unter 
Zusatz von 8,5 ccm 15°/o KH,PO, 5 Min. in kochendem Wasser. 


























Nach dem 1. Kochen]Analysen-]| Léslich. N 
Vr Brei Na salicylic. miltel in mg Anderung 
Prozent- | in mg fiir} !2 ecm fiir 10 g 
in g gehalt |10g Leber n/1o-Lauge Leber in %Jo 
1. 15,94 ~ a 5,88 | 23,98) 
23,81 -~ 
12. 16,10 — ~~ 5,85 23,65 
15. 15,89 | | 5,90 22,50 
Ol | 88 22,22 
6. | 16.14 Hf | 5.45 | 21,95) — 6,6 
Die Proben steril. 
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Uber den Einfluf des salicylsauren Natriums auf die Autolyse. III. t. 


Ging schon aus diesen Versuchen hervor, dafs die Verschlechterung 
der Ausfillung des Eiweifes durch Zasatz von salicylsaurem Natrium 
augenscheinlich in der Zeit vor dem Kochen bedingt ist, so zeigen dies 
noch sehr deutlich die folgenden Versuche LXVb und Versuch LXAXILa 

Versuch LXVb. Kalb s. Versuch LXVa. Proben sofort ver- 
arbeitet; vor dem Aufkochen noch 10 cem Fliissigkeit (Aq. bezw. 10° .ige 
Na salicylic.-Lésung) und 8,5 cem 15°/o KH,PO, zugesetzt. 














Vor dem 1. Kochen |Analysen-] Loslich. N 
‘ies Brei Na salicylic. mittel in mg Anderung 
Prozent- |in mg fiir} 12 ccm fiir 10 g 
in g gehalt 10g Leber}"/10-Lauge Leber in "0 
1. | 15,96 - - 6,30 | 25,6 | 
2, | 16,02 a 6,22 | 25,2 | 25,4 a. 
18. 16,13 -- | -- 6,34 25,5 | 
7. 16,06 |) | 6,97 28,2) . 
0,1 8,8 27,3 75 
10. 16,00 |J 6,52 | 26,4 J 
9, 16,10 |) 7,92 30,3 | | 
1,0 87,8 ; 29,3 | +-154 
8. | 16,02 I 7,00 | 284f 

















Versuch LXXIIla. Kalb. Leber */4 Stunden nach der Heraus- 
nahme verarbeitet. 17°/o Glaspulver. Zu jeder Probe 100 ccm Fliissigkeit 
(Aq. +- 0,01°/o bezw. 1,0°/oige Na salicyl.-Lésung); ferner 10 ccm Toluol. 
Darauf 5 Min. im kochenden Wasserbade. Nach dem Kochen 6,4 ccm 
15°/o KH,PO,. Auf 200 ccm aufgefiillt, je 50 ccm des Filtrats zur Analyse. 














Vor dem 1. Kochen |Analysen-] Léslich. N 
Xy Brel Na salicylic. mittel In in mg Anderung 
NT.  jeom einer] fp ay 
Prozent- in mg ftir] 0 1035-n- as 5 
in g gehalt 10g Leber} Lauge Leber in %% 
1. 12,51 -- — £50 | 23,75) 
23,67 — 
3. 12,59 - — 4,50 | 23,60] 
f. 12,53 |) $30 | 22,60) = “a 
~ O0 ( ; (70 ea 
m. | 1250 [|f 990! 09 430 | 22,65 
d. 12.56 4,65 | 24,40 - 
“i (0.01 0.91 pene e logas + 33 
k, 12,50 | , £69 24.50 f 
b. 12.56 |) 4,70 | 24,68) | 
‘ 0,1 9.1 : 24.64] -+-4,1 
h. 12.54 | 4.67 | 24,60) 
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Ernst Laqueur, 


Danach wird durch einen Gehalt von 1,0°/oigem salicylsaurem 
Natrium vor dem Aufkochen die Ausfallung recht erheblich verindert, 
wenn es sich absolut auch nur um 4 mg Stickstoff (— 26 mg Eiweif, 

- 1,3°/o des Gesamtstickstoffs) fiir das ganze Filtrat von 10g Leber 
handelt; ein 0,1°/oiger Zusatz hat eine viel geringere, in dem einen Falle, 
aber auch deutliche Wirkung. 

Der Einfiuf des salicylsauren Salzes auf die Koagulation ist noch 
zrOfer, wenn die Lésung bereits ein anderes Salz in starkerer Konzen- 
tration enthalt. So macht sich der Gehalt von 0,1°/o salicylsaurem 
Natrium, die Lésung also nur 0,006 normal daran ist, bemerkbar, wenn 
die Lésung bereits 0,3°/oig an Fluornatrium, also 0,074 normal daran ist 
(s. S. 60, Vs. LXXb, Probe 7/8 gegen 1/2). Ja nach einem Versuch 
mit benzoesaurem Natrium (s. die folgende Mitteilung, Vs. C) zu schliefen, 
wire sogar bei einem Kochsalzgehalt von 3,0°/o = 0,52 normal ein 
Zusatz von salicylsaurem Natrium fiir die Ausfallung vermutlich nicht 
gleichgiltig. 

Ks soll hierbei erwahnt werden, daf sich Fluornatrium 
gut als Desinficienz bei Autolyseversuchen zu eignen scheint: 
es libt sich hierdurch der Fehler durch Schiitteln vermeiden, was 
ja bei Toluol und Chloroform immer no6tig ist; ferner wird, wie 
noch die besonderen Versuche LXXIla und LXXa zeigen, die 
Autolyse durch Fluornatrium in 0,3°/oiger Losung augenschein- 
lich weniger geschidigt als durch Toluol. Die Autolyse ist 
namlich bei Fluornatriumzusatz bedeutend hoher wie bei Toluol- 
zusatz. In gré%eren Konzentrationen scheint Fluornatrium nach 
Angaben Biondis') zu hemmen, denn dann ist die Autolyse sogar 
kleiner als in dem stark schaidigenden Chloroformwasser. 

Die staérkere Autolyse in den 0,3°/o enthaltenden NaF'l- 
Proben im Vergleich zu den Toluolproben wird nicht, wie die 
«sofort aufgekochten» Proben zeigen, durch schlechtere Koa- 
gulation vorgetiiuscht. Diese ist allerdings durch die Gegenwart 
des Salzes etwas unvollkommener als in den salzfreien Proben; 
aber der hierdurch bedingte Mehrgehalt an Stickstoff ist viel 
geringer, als ihn NaFl-Proben nach 24stiindiger Autolyse gegen- 
iiber den Toluolproben zeigen. (Falls im Toluol nur wenig |6s- 
licher Stickstoff enthalten ist und bei der Entnahme der Ana- 
lysen mittels der Pipette das Toluol unberihrt bleibt, so sind 
die 50cem der Toluolproben und der Fluornatriumproben nicht 


‘) C. Biondi, Virchows Archiv, Bd. 144, S. 373 (1896). 
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ganz vergleichbar. Die letzteren sind etwas schwiicher konzen- 
triert, die Autolyse in NaFl-Proben also eigentlich noch gréfer 
als angegeben.) 


Versuch 


LXXIIb. 


Kalb, s. Versuch LXXIla (S. 48). 


Zu den 


Proben 100 ccm Aq. dest. bezw. 0,3°/o Natriumfluoridlésung, zu manchen 
10 ccm Toluol. — Dauer der Autolyse 20 Stunden. — Zur Auffiillung auf 
200 ccm sind fiir die Proben ohne Toluol 9—10 cem Aq. mehr nétig als 
fiir die toluolhaltigen. 





| 


















































| a nr —- Lisl. N A Ande- 
.| Bemer- | zen mitte ' ito- 
Nr. Brei gehalt | | Toluol rps in mg : rungen 
kungen} an | 0,1035-n-| fiir 10 ¢ | lyse des lésl. N 
in g NaF! ‘in cem Lauge Leber | in P79 
1. 112,51! — |) 4,50 | 23,75) | 
7 10 23,67 — — 
2. 12,59 — |f 4,50 23,60 { 
" f 
3. 12,50 | — 5,00 | 26,40) | 
i ver- . 26,10, — | +102 
4. /12,52/ arpeitet! | 0 » 4,90 | 25,80) | 
9, |12,51 mi 4,90!) | 25,22) _ _| 
: | 10 25,26, — | +- 68 
10. |12,50 } J fo | 480 | 25,30f “}| | Tt 
5. 12,53 | — I 12,00 | 63,08) 
~~ 20 stiin ($10 _ 63,04:39,37 — 
6. 12,52} | dige | — |J 11,95 63,00 | | 
7.|12,50|( Ast) | 19,00 |100,1 \., og | -61w 
9 lyse |4g3 ] — 101,3 % Rist akin 
8, 12,54 | 19,50 |102,6 | | (-4-91,1]*) 
Proben 5—8 steril. 
') Nr. 9 auf 205,2 ccm aufgefiillt. 
2) Die in Klammer stehende Prozentzahl ist die Anderung der 
Autolyse. 


Siehe Versuch LXXa auf der folgenden Seite und Versuch LXIX a 
in der V. Mitteilung. 
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Versuch LXXa. Hund. 20°%o Glaspulver, zu den Proben 100 ccm Aq. dest. bezw. 0,3°/o NaFl-Lésung. — Nach 
dem Kochen 5,3 ccm 15°/o KH,PO,; sonstige Behandlung wie in Versuch LXXUb. 
Peo. rey | nach fee Bestimmung nach Sérensen 
ised ——______—— i a : ees 
.| Bemer- | 2°"! Analysen-| Lisl, N | ae pry | Autolyse | | 
x. | Brel Toluol | | Bde. Mittel in ccm Ande- 
Nr. gehalt mittel | in mg Auto- Ande — & auf 10 g in mg fr) 
kungen| an in ccm tar 40 | rung 0,1035 n-Lauge | Bre} das ganze) rung 
on iir | ;' cdl 
. NaFl 0,1035. n- ‘ | sia fiir 20 ccm Filtrat -” peneer eee in °%/o 
in g in ccm] Lauge Leber | in %o bezogen 10 g Leber 
| | | 
15.]10,03] ) sot 4,08 | 28,22 | 7,09] 7,07! | | 
vere os ms 7 | Ler 8 _ po een 7,17 | ~ a a we 
20. 10,00} an arbeitet ttf 3,94 | 27,35 J a 7,27 | | | | 
<—<— ._ 2.” 2 4 i ) peor ; r = enn mn: 
17.| 9,99 ~~ 10,43 | 72,4 | | | 8,67 | 1,50 | 1,50) um 
5) | 5 _ 461; — 1,54 26,7 — 
18.]10,14] | t9stin-| — |] 11,03 i a on | 8,77 11,60 1,58)” 
1.110,00 = | 11,62 | 81,0 oe 53.9 L1¢9| (9:99) 9.039) | 1,86. 186), 9 = eres re 
2110211} tyse [703 | — 1212 [824 J si + 9,08 miia|lUC hUYe™ 
(16.]10.12 J 12.01 82.3 |545)| — (8,89 1,72| 1,70 29,4] _ 
Die Proben bis auf 16 steril. 
Bei 15 steht in Klammer der gefundene. 


3 


Probe 1 auf 200.8 ccm aufgefiillt. 


Bei 1 


ist 


die in eckiger Klammer stehende Zahl der 


auf ein Filtrat von 200 cem bezogene Wert. 


daneben der auf 10,00 


tatsiichlich 


gefundene Wert, 


¢ Brei bezogene Wert. 


die danebenstehende Zahl der 
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Diese Versuche zeigen also die verschiedene Schadigung 
der Autolyse durch zwei verschiedene Desinficienzien, worauf 
Salkowski und seine Schiiler wiederholt hingewiesen haben. Ein 
in der nachsten Mitteilung angefiihrter Versuch (Vs. XXXIXb) be- 
stéitigt auch noch im speziellen die Erfahrung dieser Autoren, dal} 
Toluol viel weniger als Chloroform die Autolyse beeintriichtigt. 

Kehren wir nach dieser Abschweifung zu unserem eigent- 
lichen Thema zuriick, so sind wir also durch die zuerst an- 
gefiihrten Versuche orientiert, welchen Einflu8 das salicylsaure 
Natrium auf die Enteiweifung hat. 

Fiir die richtige Beurteilung der Hauptversuche hat aber 
am meisten die Frage Interesse, ob das salicylsaure Natrium 
auch in Gegenwart autolytischer Produkte (Aminosiiuren u. dgl.) 
denselben Einfluf{ auf die EnteiweiBung ausiibt, bezw. — noch 
weniger priitendierend — in gleichem Betrage den N-Gehalt 
des Filtrats erhéht wie in frischen Proben. 

Nach dem im Beginn der Mitteilung angefiihrten Versuch 
(Vs. LXVIa, S. 41) ist dies bei sehr groBen Dosen der Fall: 
es findet sich im Filtrat eine Vermehrung des Gesamt-N um 
17,9°/o bei Proben, denen nach der Autolyse (aber vor dem 
Aufkochen) 1,56°/o Na salicylic. zugesetzt ist. Kleinere Dosen 
sind aber nach dem folgenden Versuch LXIX gleichgiiltig fiir 
den N-Gehalt: die Filtrate enthalten nach einem Zusatz von 
0,1°/o Na salicylic. (nach der Autolyse und vor dem Auf- 
kochen) ebensoviel Gesamt- und Ammoniak- bezw. Amino- 
sduren-N wie die Proben ohne Salz. 

Es sei aber hier ausdriicklich betont, dafi dies nur bei 
der iiblichen Zusammensetzung der Proben (Toluol) gilt, nicht 
aber, wenn noch ein anderes Salz (NaFl) zugegen ist (s. Ver- 
such LXXb, S. 60). 

Ahnlichen, wenn auch nicht identischen, Verhiiltnissen be- 
gegnen wir bei dem Einflu§ des benzoesauren Natriums auf 
die Enteiweifung (s. die folgende Arbeit bes. S. 67). Man 
kénnte daran denken, daf die geringen Verschiedenheiten im 
Verhalten der beiden Salze an der verschiedenen Stirke der 
beiden sie zusammensetzenden Séuren, also auch ihrer ver- 
schieden grofen Hydrolyse liegt (Salicylsdure ist 18,5 mal 
starker als Benzoesaure). 
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Versuch LXIX. Hund, verblutet. 
18 Stunden. — Nach der Autolyse vor dem 








20,4°/o Glaspulver. 





Ye 
a 


Zu jeder Probe 100 com Aq. + 5 ccm Toluol. 
Aufkochen zu Proben 16 und 18 je 1 ccm 10°'o Na salicylic. — Nach Zusatz 


von 5,3 cem 15°/o KH,PO, 5 Minuten im kochenden Wasserbade usw., wie in Vs. LXVlIa, S. 44. 








Dauer 








aan 
-——~ 





Bestimmung nach Kjeldahl 





Bestimmung nach Sérensen 


























Prozentgehalt | _ ks. alibaesst ont vas 
Analysen- a | | : | 
an Autol 
Breil Bemer- a mittel | Lisl. N | > Mittel CS a = a 
| Na salicylicum | jn eem | ’ lAuto-|~ | im ccm | auf (Nin mg). 
Nr. , | - einer | in mg | _ 0,1035-n- auf - ge- fiir das Ande- 
Ing] Sungen bvahrend| nach | 9,1035-n- | fiir 10 ¢ | Ivse Lauge 10.0 ¢ | fun- 10,0 g ganze | rung 
| raeBOSea! tener |_| it *e [ftir 50com ak Bai | Fes | 
i i | von 10g) in °/, 
der Autolyse Filtrat | —_ | | Filtrat Brei | den | hezogen | Leber it : 
| | : | | | | | 
23. 110,191) sofort —_ | — 3,73 | 26,2 ! | 6,68 | 6,55 | | 
a | | ls —}— | | 6 y¥—- | — | —~ | = 
24. [10,04] J arbeitet |— 3,55 246) | 6,65 6,63 | | | | | 
| b | _ | | 
9.11016, — | 1.37 /77,9)_ | 8,62 — 2,08 2.00 | | 
| 0,0 18,1 02,4 Bex | 1 99 34. _ 
10. ] 9,96 -- | 11,22 | a4] | | 8,97 | --- $5 98 1 too} 
0.0 
16.] 9,96] — \ 10,95 76,6 | | 858 | — {199 2.00). 
04 | 77,6 52,2. — 0,9 2,00 348 +03 
18. 10,01 - { 11,27 | 78,6] | | 8,60 — 2,01 |2 zor} 














Die Proben steril. 
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Uber den Einflu{ des salicylsauren Natriums auf die Autolyse. III. 


Es folgen nun die Hauptversuche mit Zusiitzen des salicyl- 
sauren Natriums wahrend der Autolyse. 


Versuch XLII. Hund entblutet. 19,2°/o Glaspulver. Zu den 

Proben 150 ccm Fliissigkeit (Aq. bezw. 0,1 bezw. 1,0 bezw. 10,0°%/oige Na 
salicyl.-Lésung) ; ferner 10 ccm Toluol. — Dauer der Autolyse 68 Stunden. 

By — Mit 3 ccm "/10o-Essigsiure schwach angesiuert, 5 ccm gesittigte NaCl- 
5 Lisung zugesetzt, 5 Min. im kochenden Wasserbade, hinterher noch 2 ccm 
4 n/yo-Essigsdure. -— Proben 11 und 12 erhielten nur vor dem Kochen 1 ccm 
Essigsiure und 10 ccm NaCl-Lésung. Je 50 ccm des Filtrats zur Analyse. 


LL 





























Wahrend der oo 4 

“om Autolyse Analysen-]| Lésl. N — Risto. 
Nr Brei Na salicylic. mittel in mg 
kungen Pro- | in mg in ccm fiir lyse rung 
‘ zent- (fiir 10 g 
i in g gehalt | Leber n/s-Lauge| Leber ’) in °/o 
: 11.[18,03]) soo | — | — | 585 [415),. | — | — 
4 12,|18,31|f arbeitet | — — 493 [se4)" "| — | — 
Y (1.41801, — - _ 9.01 69,3 32,4)] — 
. 2.] 18,06, — — — | 1001 |769 400 | — 
q 3.1 18,06, — |) 945 72,2) 
; : 0,001} 0,091 " |"'$73. 91 37,0 | — 7,5 
4 4,118,05) — J 9,85 175,6) 
§ 5.118,00) — 9,93 |76,4 39,5) ]) — 
; [5 oor | oot jes 
: (6.]17,99} — J 928 |71,5 34,6) ] — 
: 7.]18,05) — |) 9,88 | 75,9) 
3 01 | 91 73,7| 36,8 |—80 
4 8.J18,05) — ff” 933 |71,6) . 
; 9.41825, — 9,83 |74,6 
; lio loro los ol 38,3 |—42 
; 10.}18,044 — ff 9,87 | 75,8) 


Die Proben bis auf 1, 5 und 6 steril. 


‘) Die Umrechnung auf léslichen N fiir 10 g Leber unter der An- 
nahme, dafs keine Verdunstung wahrend des Aufenthalts im kochenden 
Wasserbade stattgefunden hat. 


Dieser Versuch zeigt eine Hemmung. Sie ist tatsachlich 
noch gréfer, als sie in Zahlen hier angegeben ist, da ja die 
Proben mit gréferen Dosen durch die verschlechterte Ausfillung, 

selbst bei nur gleichstarker Autolyse, einen hdheren Stickstofl- 
f gehalt zeigen miiften. Dasselbe Resultat zeigt Versuch Vla. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LX XIX. 4 








50 Ernst Laqueur, 

Versuch Vila. Hund entblutet. Leber von der Aorta aus blut- 
frei gespilt, mit 19,9°o Glaspulver verrieben. Zu den Proben 27 ccm 
Fliissigkeit (0,9°/0 NaCl-Lésung bezw. nach Zufiigung von 1,0°/o oder 
10,0°/o Na salicyl.-Lésung), ferner 5 ccm Toluol. Muskeln der Hiifte, des 
Oberschenkels und Flexoren des Unterschenkels beider Seiten méglichst 
von Bindegewebe und Fett befreit, mit 17°/o Glaspulver und 15,4 °%/o 
der obigen NaCl-Lésung verrieben. Zu den Proben 20ccm Filissigkeit 
(0,9°'0 NaCl-Lésung bezw. nach Zusatz von 10°%o Na salicyl.-Lésung), 
ferner 5 ccm Toluol. Mit /10o-Essigsiure schwach angesduert (ca. 3,5 ccm 
fiir Leber, 11,0 ccm fiir Muskel), aufgekocht, mil kochendem, schwach saurem 
Aq. mehrmals dekantiert und filtriert. Filtrat (exkl. Substanz) auf 500 ccm 
































aufgefiillt. Zur Analyse je 200 ccm. 
Dauer | Wahrend Analysen-}|_ Lésl. N 
. der |der Autolyse Per oe Ande- 
ny. | Breit | auto- | Na salicylic. mittel in mg 
lyse Pro- in mg in ecm fiir 10 g lyse rung 
. zent- fiir10g] n/,-Lauge | Substanz 
in g Std. | gehalt | Subst. in °/o 
Leber 
1.] 20,60 [| sofort? — | — 3,82 20,3 | oi) — | — 
2.] 18,76 |J arbeitet] — | — | 3,75 | 22,0) 
3.| 17,95 — | — | 12,86 78,3| oa] seg | _ 
4.) 17,95 — | — | 12,50 76,0) 
5.4 18,00 49 0.185 121] 12.98 78,8 57,7 |+ 3,0 
[6.} 18,00 verloren| J _ — —_ — 
7] 18,32 \igs | se10} 13 | 77.6) reel 55.7 1— os 
&.] 17,98 JJ 12,51 76,0] 
4] 17,78 — | — | 17,61 [1082) o2>1 ose | — 
10.] 20,18 — | — | 1909 |103,2f° ” 
M17 19,62 1 tg Lo,185) 121] 18,62 |103,6] go Qf og71_ 70 
12.} 18,20 } | 16,04') | 96,1J 
13. | 17,75 Ls 35 | 121.0] 15:46") | 95,31 95 51 744 — 12,1 
14.] 1810 J) J >|” 15,884) | 95,7) 
Muskel 
15.] 19,72 || sofort] — | — 6,79 rn wa — | — 
16. 20,78 J arbeitet} — | — 7,06 44,0 am d 
17.] 24,75 — | — | 11,91. | 62,3) gol oo] _ 
18.] 25,57 90 — — | 13,44 68,1f 
19. | 25,18 lor | seo} 1995 | 5631 55 116 | 448 
20.] 25,00 J 10,69 55,3 J 


























') Bei Proben 7, 12, 13, 14 und 17 nur eine Analyse. 
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Der hier bei 42stiindiger Autolyse gefundene hohere Stick- 
stoffwert in den Proben mit 0,18°/o salicylsaurem Natrium be- 
deutet kaum eine Forderung, da ein Gehalt von 0,18°/o des 
Salzes die Enteiweifiung, auch in Gegenwart autolytischer Pro- 
dukte, vielleicht schon verschlechtert. Die Hemmung bei liingerer 
Autolyse, bei hdheren Dosen und namentlich beim Muskel ist 
sehr bedeutend. 

Es wire aber unberechtigt, das Resultat dieser Versuche 
dahin zu verallgemeinern, daf die Salicylséure nur hemmt, denn 
es ist méglich, dai bei kiirzerer Autolyse sich ein anderes Er- 
gebnis findet, und es ist auch ferner nach unseren Erfahrungen 
beim EinfluB des Arsens auf die Autolyse daran zu denken, daf 
die Vorbehandlung der Leber eine Bedeutung fiir das Ergebnis 
hat, z. B. eine Forderung der Autolyse nur nach Zerreiben der 
Leber mit Glaspulver nicht nachweisbar ist. In den folgenden 
Versuchen wurde darum bei ein und derselben Leber die Wirkung 
des salicylsauren Natriums auf kurze wie linger dauernde Auto- 
lyse untersucht, und zwar in dem einen Versuch, nachdem die 
Leber nur in der Fleischmaschine zerkleinert, und in dem andern, 
nachdem sie auch noch mit Glaspulver zerrieben war. 

In den Hauptresultaten stimmen die Versuche tberein: 

Nach kurzer Autolyse ergibt sich eine FOrderung, nach 
langerer eine Hemmung. In Versuch XLIX ist die Férderung 
weniger ausgebildet. Dieses Resultat erscheint von demselben 
Gesichtspunkte aus verstindlich, von dem wir bei den Arsen- 
versuchen erklart haben, dafi die spezifische FOrderung mancher 
Arsendosen verloren ging, wenn die Leber auch mit Glas- 
pulver zerrieben war. Es tritt dann jedes Teilchen sogleich 
unter den schidigenden EinfluB des Desinficienz, und so ist die 
Wirkung der zu untersuchenden Substanz nur auf das mehr 
oder minder geschiadigte Ferment zu konstatieren. Wird die 
Leber nur durch die Fleischmaschine zerkleinert, so 
bleiben die Innenteile der einzelnen Partikel viel linger unter 
aseptischen Bedingungen und kommen erst allmiéhlich unter 
den Einflu8 des Desinficienz, und auch die zu untersuchende 
Substanz dringt nur allmahlich vor. Daher kénnen auch recht 
starke, an und fiir sich schédigende Dosen zuerst noch eine 

4* 
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Versuch 


XLVIII. 


Ernst Laqueur, 


Hund 


entblutet. 


Na salicyl.-Lésung), ferner 10 ccm Toluol. 
Proben 1—10 u. 21 20'/2 Stunden, der Proben 11—20 94 Stunden. 
Wiahrend der ersten 20 Stunden standen diese Proben bei einer etwas 
niedrigeren Temperatur als die gleichzeitig autolysierenden Proben 1—10 
und 21. — Vor dem Aufkochen (5 Min. im kochenden Wasserbade) 
6,6 ccm 15°0 KH,PO,; auf 200 ccm aufgefiillt; filtriert; je 50 ccm zur Ana- 


lyse. 


Kein Glaspulver. Zu den 
Proben 100 ccm Flissigkeit (Aq. +- bezw. 0,1 bezw. 1,0 bezw. 10,0°/oige 


Dauer der Autolyse der 


Die Reaktion aller Autolyseproben amphoter, aber mehr nach der 


sauren Seite; dies ist bei den langer autolysierten Proben noch deutlicher. 


















































Wahrend der i - 
Analysen-| Lislicher N : 
Bemer- Autolyse i, eel Auto- Ande 
Ny, [Leber Na salicylicum mittel in mg ne 
kungen | Pro- Re. mg | in ccm | -fir 10 g lyse . 
ing] | gehait_| Leber®|/to-Lauge| — Leber in 9) 
23.] 7,40] sofort} — | — 1,67*) | 30,6). ,) — | — 
24.] 6,17] J arbeitet} — _ 1,19) | 26,2 f°” — _ 
if756/, | —|— | 974 | 71,5 — 
2.1 7,61 — | — | 1015 | 74,0 $690] 406] — 
21.| 8,03 ne _ 8,89 | 61,62) _ 
3. | 7,44 \ 10,17 | 75,9 |. 
, + etam.{ ¢ 0,001 | 0,098 , , 8,6 | 50,2 |4-23,6 
4.} 7,64] [Polesting | 117 | 814 fo’ 
5.1 7.5317 dige Tl oor | os | 1930 | 761 L538] 474 [4-167 
6.] 7,52 Autolyse | J 10,22 75,5 | 
2. | 7,36 lor |o8 | 1915 1764 leis] 529 L303 
8.] 7,55 J 11,18 | 860 {| 
9. | 7,08 lio oso | 196 | 81,5%)\go4] 540 |-830 
10.[7,48,) Jf | 11,24 | 83,4 J | 
11. | 7,53 — | — | 11,68 | 962%) _ 
12.] 7,80 a 1257 | 89,8*)'862 ] 57,8] — 
22.| 7,57 — | — | 11397 | 687 J — 
13.| 7,49 | »| 11,64 | 862 |o-,] - 
' 0,001 | 0,093 , “ (e541 570 [/-— 14 
14.] 7,67] | 9 stin- Ty | 11,71 | 84,7 f . 
15.] 7.82] 6 dee Tl oor | og3 | 1240 | 880 Iggo] Gos Lt a2 
16.] 7,60] ]Autolyse}) 1235 | 904 f ’ ; 
17.] 7,48 lot 93 12,21 | 91,3 |g] gos 4 §2 
18.] 7,60 jf? 11,92 7,1 , 
19.) 7,55 lio l9n0 | 127 | 799 logo] 476 [176 
20.] 7,45 i | 980 | 731 fo’ 

















Alle Proben steril. 
') Proben 23 und 24 mit 4/«-Lauge titriert. 
*) Probe 23 auf 201,0 ccm; 21 auf 201,0 ccm; 9 auf 201.5 ccm: 
11 auf 200,3 cem; 12 auf 200,8 ccm aufgefiillt. 
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i‘ber den Einfluf$ des salicylsauren Natriums auf die Autolyse. III. 


Versuch XLIX. 


53 


Hund entblutet. 20°/o Glaspulver. Sonst wie 


Versuch XLVIII; nur 112 ccm Fliissigkeit. Dauer der Autolyse der unge- 
raden Proben 18%/4 Stunden; der geraden 66'/: Stunden; die letzteren 
<tanden bei etwas anderer Temperatur im Brutraum des hygien. Instituts. 


— Vor dem Aufkochen 7,3cem 15°/o KH,PQ,. 
such XLVIIL. 





Reaktion wie in Ver- 



































- — a 
—— Analysen-| Lislicher N — 
Nr Brei | Be™er- Ina salicylicum| mittel in mg Auto- 
— kungen | Pro- |fiir10g] in ccm fiir 10 g lyse — 
zent- | Leber 
in g gehalt |in mg ajso-Lauge; = Leber in Yo 
23.|10,49}) sofort | — “we 5,02 | 33,0 i oan 
24, }18,0ag) weheet | — | — me Me) i - . 
1. | 10,50 oe 10,77. | 70,5 
11. | 10,62 a 10,85 | 70,0 - 38,2] — 
24. | 10,68 —— 10,97 | 70,6 | 
3.1105 10,71 | 70,0 
shade _ 1h o.001! 0,098 : leoi] s69|— 34 
13. | 10,54) [18*/astiin-] f 10,47 | 68,2 | 
; : , 
5.] 10,63] + dige |) | 10,82 | 69.9 ) 
| 0.0 70,7] 38,5 ) 
15. | 10,72 Scns ih , | = 11,16 | 71,5')f aor 
7.| 10,54 | 11,59 | 75,9 | 
be lo 98 tet | 757) 8) 436 Hist 
4. 47 RS) 5, 
9, | 10,67 \ | 12,11 | 78,0 ) 
| 1,0 93,0 77,6] 45,4 |4+- 189 
1 | | 1196 | 73 j | ATI 
2.| 10,54 — | — | 12,94 | 845 
12. | 10,50 com: 13,55 | 88,6 } 870] 548] — 
22, | 10,63 = 13,62 | 88,0 
4.} 10,8 | 13,21 | 86,5! 
. ne i \ 0001 | 0098] ”N seit 55,9 L- 20 
14. | 10,46] [661/2stiin-] | | 13,67 | 89,8 | 
6.1 10,51]! dige | 13,32 | 87,2 
oe \ oot 0,93 \ g5.8 53,6 J— 2,2 
16. | 10,53] | Autolyse | | | 1293 | 845 | 
8. | 10,50 | 13,88 ]} 90,9 
J ee | o | 9,3 18.16 186.0 | 87.9 59,7 [+ 1,6 
5. ry. ‘ ») 9) 
’ | ’ ’ 
10. | 10,64 | 12,32 | 79,5 
ie ea lio 980 " loo! 47,6 |—18,1 
20. | 10,63 | | 12.05 | 801 | 




















Alle Proben steril. 
' Probe 15 auf 200,4 ccm; 4 auf 201,0 ccm aufgefiillt. 
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stimulierende Wirkung ausiiben. (Wirkung des 1°/oigen Ge- 
haltes ist in Versuch XLVIII starke Forderung, wiéhrend in 
Versuch XLIX der konstatierte Mehrgehalt an Stickstoff schon 
nahe an die Grenze kommt, die allein durch die verschlechterte 
Ausfallung bedingt ist.) 

Kine sehr lang dauernde Autolyse zeigt selbst bei ziemlich 
kleinen Dosen des salicylsauren Natriums (0,06°/o) eine sehr 
starke Hemmung. 


Versuch XXXIXa. Katze, entblutet. 18°/o Glaspulver. Zu 
Probe 1 150 ccm Aq. und 10 ccm Toluol, zu den andern 75 ccm Aq. 
+ 75 ccm gesittigtes Chloroformwasser bezw. 74 ccm hiervon -+- 1 ccm 
10°/o Na salicyl.-Lésung; ferner 2 ccm Chloroform. — Dauer der Autolyse 
58/4 Monate, wihrend der ersten 3 Monate wurden die Proben taglich 
3—4mal geschiittelt und standen bei 37°, dann bei ca. 18°. Reaktion 
amphoter mehr nach der alkalischen Seite. — Nach schwacher Ansauerung 
durch einige Kubikzentimeter 2°/o KH,PO, und nach Zusatz von 10 ccm 











20°/o NaCl 5 Minuten im kochenden Wasserbade. — Auf 250 ccm auf- 
gefiillt, zu den Analysen je 100 und 50 ccm des Filtrats. 
Wihrend | Analysen- . 
mittel Lisl. N ‘ 
. Bemer- der Autolyse in cem - — Auto- Ande- 
Nr.| Bret Na salicylic. n/«-Lauge fe 8 1 
kungen | Pro- |in mg] __ fir ur 10g | iyse . 
zent- |fir10g] 100 ccm Leber 
in g gehalt | Leber] Filtrat in °%o 
1.] 15,00 |verarbette] — | — | 3429] 230 —]|- 
5.| 14,06 ]) — | — | 1492 [108,94 
58/4 mo- ‘ 108,6] 85,6 | — 
10.} 14,07] | natliche] — | — | 15,08 [1084 J 
9.) 14,127( oN 1) | 11,76 | 842 ) 2. 
lyse 0,066) 6,16 | 85,2] 62,2 |— 27,4 
12.] 13,41 j | 11,31 86,2 *) 


























‘) Bei Probe 1 nur eine Analyse. 
*) Probe 5 auf 253 ccm, 12 auf 251,5 ccm aufgefiillt. 


Dieser Versuch ist nicht ganz mit den vorhergehenden 
vergleichbar, weil statt Toluol Chloroform als Desinficienz be- 


nutzt ist. 
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Warum iiberhaupt nach lingerer Autolyse die Wirkung 
des salicylsauren Natriums sich umkehrt, und ob dies unter dem 
erwahnten Gesichtspunkte zu begreifen ist, daB eben schlief}- 
lich nur die Wirkung auf ein geschadigtes Ferment untersucht 
wird, ist vorléufig nicht zu beantworten. Denn es fehlen zur 
Zeit Versuche iiber die EKinwirkung des salicylsauren Natriums 
auf die aseptische Autolyse, — allerdings weifi ich auch noch 
keinen gangbaren Weg hierzu — und es bleibt darum offen, 
ob das salicylsaure Natrium auch auf die aseptische Autolyse 
allmahlich einen schadigenden Einfluf ausiibt. Von groben 
Dosen ist dies ja gewifs anzunehmen, und hierfiir findet sich 
wohl auch ein Analogon zu intravitalen Erscheinungen (s. Ver- 
giftungsversuche mit sehr grofen Dosen, S. 61). 

Hier mégen noch zwei Versuche angefihrt werden, die 
uns iiber die allmihliche Entwicklung der Hemmung durch starke 
Dosen des salicylsauren Natriums Aufschluf geben sollten. 

In obigem Versuch XLVIII besteht das merkwiirdige Re- 
sultat, daB sich in den Proben 19/20 nach viertigiger Autolyse 
weniger Stickstoff im Filtrat befindet, als nach eintaégiger Auto- 
lyse in den Proben 9/10. Als Erklérung kame folgendes in 
Betracht. Die Proben mit viertagiger Autolyse standen den 
ersten Tag bei einer niedrigeren Temperatur als die nur diesen 
einen Tag autolysierenden Proben. Wie bei anderen Ferment- 
prozessen ist auch bei der Autolyse die Leistung in den ersten 
24 Stunden am grOfiten. In unserem Falle ist die am ersten 
Tage geschehene Bildung léslichen Stickstoffs bei den Proben 
mit niedrigerer Temperatur natirlich etwas geringer als bei 
denen unter héherer Temperatur. Als die ersteren aber nach 
einem Tag auf die hodhere Temperatur gebracht wurden, war 
die Schadigung in den 1°/o salicysaures Natrium enthaltenden 
Proben schon zu weit vorgeschritten, um die hdhere Leistung 
der nur einen Tag dem Einflu8B dieses Mittels ausgesetzten 
Proben zu erreichen. 

Diese Erklarung ist aber eine nur mégliche. Man kénnte 
in dem merkwiirdigen Befunde auch eine Hindeutung auf irgend 
welche reversiblen Prozesse unter Einwirkung des salicylsauren 
Natriums (Plasteinbildung?) sehen. 
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Versuch LV. Hund. Kein Glaspulver. Zu den Proben 72 ccm 
Aq. -+- 8 ccm Aq bezw. 8 ccm 10°o Na. salicyl.; ferner 5 ccm Toluol. 
Nach Zusatz von 4 ccm 15°/o KH,PO, 5 Min. im kochenden Wasserbade; 
auf 200 ccm aufgefiillt. 














ATTA 
Prozent-| Aufenthalt im | _4Palysenmittel | pe y 
gehalt |, entail fiir 50 ccm Filtrat 
wr. [Leber] an rutschrank") | incom mo-Lauge | '" ™8 


| fir 10g | fir 10g 
| Leber Leber 


Na sali- | Dauer |Tempe-|  ge- 
. 3 | 
in g cylicum | i. Std. | ratur funden berechnet 

































































29. | 5,85 |) sofort | — | 2,99/ 5,11) 

’ 0 oi ’ ’ i... 
30. | 5,17 Hf a! — | o00| 57) 
cc. oe | 697 | 109 \eneel nee 
3. | 607 Ff? ge A 37 0 5,97 9,84 } 
2.1 61711 49 630 1020l i935] 56.2 
4. | 606 |f 7 7 6,37 | 10,50f °° 
5. | 5,93 11 99 7,40 | 12,501,090] 667 
7.1 598]f ; 7,25 | 12,11f °°’ 
24 | 37° | : 
8. | 59 [Jf 7 | 7,57 | 12,72 | = 
9. | 56711 oo | 8,55 | 15,10li,¢9| 997 
11. | 598 Tf” | axxo | 8,03 | 14,28f 

46 37,5 a - 

10. | 5,96 ]\ 10 8,05 | 13,50 | 43 eo! 738 
12. | 5,94 J . a we 2s. 813 | 13,70f 0 aa 
13. | 6,01 1) 0.0 8,00 | 13.31) 14 45 585 
15. | 6,03 ]J 69 | 370 9.40 | 15,60) 
14. | 5,96 |) si 7,47 | 12,52) 12.921 7201 
16. | 586 ff 9 YP 7,82 | 13,33)” ve 
7. | 616 ]) 99 | 10,00 | 1622.06] g6.6 
19. | 660 Tf go | 3750 | 10,36 15,70f 
18. | 58111 15 ‘| 8,34 | 14,36 14,36] 78.0 
2). 5,87 |J | verloren| —_— _ fai 
ot. | 5,82 | 9.52 | 16,38) 40. 
peasy era 0,0 | nid eo lies! sss 
23 5.27 | 140 | 37.50 8.53 | 16,19 f 
22. | 5,77 |) 10 | 8,37 14.5144 98 7h 
4. 1 5761f | 8,10 | 14,06J 0 > 
25. | 5.64 | 10,05 | 17,81 ; 
cag! ewe L009 | aa Be \ 17,60 95,5 
27. 4.98 |f 24) | 37.5° 8,66 17,40 J 
26. | 5,21 |) om | PT 747 | 14,32) 
ae 1.0 | | rset 8602 
28. | 5.28 | | 7,55 | 14,30] 





Alle Proben steril. 
*) S. Bemerkung auf S. 58. 
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Versuch LVI. Hund. 20,2°/o Glaspulver. Behandlung wie bei 
Versuch LV. Temperatur ca. 37,5°, bei allen Proben gleichm&Big. 






Prozent-| Auto- JAnalysenmittel f. 50 ccm 








<7? ; ' Lésl. N 
; Brei |gehalt an] lysen- [Filtrat in cem "/:0-Lauge} 
Nr. Na sali- }| dauer P fiir 10 g Brei Me 10g 
in g cylicum | in Std, |8°"" 7 berechnet Leber 
" — 0,9 sofort ver} 3,42 sade 483] 328 
38. 7,05 {J arbeitet | 3,66 | 5,20 J 
cae ie a sania 
L. 7,74 5,45 | 7,05 
\ 00 Loos] 478 
(3. 7,34 J 2%, 5,10 | 6,95)) 
2 8,20 1) 5,55 6,76 | 
1,0 r » 6,88 46,6 
f, 8,24 J 5,77 | 7,00 J 
a fo ee te 
5 6,98 5,25 7,52 
l 00 | 753] 510 


\ 260 51,5 














20 " 











8,60 | 11.29 76,5 
8,95 | 11,92] - 
7,92 | 10,32 ) 

10,03 68,1 
sd 87 | 9,05 
9,75 | 13,10 ) 
9,80 | 12,70 J 
7,80 1028)... 

| 10,25 69.5 
7.93 | 10,22 f 
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12,90] 87,5 
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Versuch LVI. — Fortsetzung. 
a ES ETE BEET (WORT TOCY Wren meeps 
Prozent-}| Auto- |{Analysenmittel f. 50 ccm Li 
; ; Osl. N 
. Brei {gehalt an] lysen- [Filtrat in ccm "/10-Lauge " 
Nr. Na sali- | dauer a fir 10 g Brei ur 10 g 
in g cylicum | in Std. gefunden | berechnet Leber 
29. 7,58 10,71 | 14,14 
| 8 Tl oo "Nig tal 96.0) 
(31. 7,81 |] L 95 11,05 (14,15 5}J 
30. 7,62 7,7 10, 20 
a i a 7 | 10,00 60] 72,0 
32.] 766 [J ° PP | 84 | “11,02 J py 
33. 7.63 1) 4 11,62 | 15,25 103.5 
(35. 7,63 [J ’ M141 11,54 | 15,13] — 
34. 7,51 8,52 =| 11,34 
_ ee ° Litas] 75,6 
36. 7,50 IJ ; 8,20 | 10,92 J 























Die Proben bis auf 3, 10, 11, 14, 15, 16, 23, 29, 31, 35, 36 steril. 


*) In Vs. LV sind nicht alle Gruppen zu je 2 Paar Proben unter- 
einander vergleichbar, sondern nur zwei Abteilungen unter sich: die eine 
umfafst die Gruppen 1—4, 5—8 und 13—16, die andere die Gruppe 9—12 
und die drei letzten Gruppen 17—28. — Es liegt dies daran, dafs aus Platz- 
mangel nur die erste Abteilung im Brutschrank unseres Instituts stehen 
konnte, bei einer Temperatur von 37°, die andere Abteilung war im 
Brutraum des hygienischen Instituts bei ca. 37,5° untergebracht. 

Die beiden vorstehenden Versuche sollten daher feststellen, 
ob sich etwa auch bei Proben, die unter gleichen Bedingungen 
stehen, nach langerer Autolyse weniger léslicher Stickstoff als 
nach kurzer findet, und es wurde darum das Fortschreiten der 
Autolyse mit und ohne salicylsaures Natrium in mehrstiindigen 
bezw. mehrtaégigen Versuchen untersucht. 

Unter Beriicksichtigung der unvollstaéndigeren EnteiweiBung 
bei einem Gehalt von 1,0°/o salicylsaurem Natrium besteht 
in den beiden Versuchen LV und LVI von vornherein (von 
der 3. Stunde ab) eine Hemmung der Autolyse durch dies 
Salz. Die Hemmung wird allméhlich immer grofer und schlieB- 
lich so stark, daB in dem einen Falle vom 4. Tage ab bis zum 
10. die Autolyse tiberhaupt nicht mehr wachst; in dem anderen, 
vom 2. Tage bis zum 6. nur ganz minimal zunimmt. Eine An- 
deutung reversibler Prozesse ist nicht zu finden. Die oben 
gegebene Erklirung fiir die geringere Bildung léslichen Stick- 
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stoffs bei viertigiger Autolyse als nach eintagiger in Ver- 
such XLVIII gewinnt somit an Wahrscheinlichkeit. !) — 

Ein Versuch sei hier noch angefihrt, der jedenfalls das 
fiir uns wichtigste Resultat absolut sicher stellen sollte: dab 
salicylsaures Natrium in gewissen Dosen fordert. Bei diesem 
Versuch ist der methodische Fehler: Verschlechterung der Aus- 
fillung durch die Gegenwart des Salzes, dadurch eliminiert, 
da8 auch die Kontrollproben, die ohne das Salz autolysierten, 
nachtriglich, aber vor dem Aufkochen, auf denselben Gehalt 
an salicylsaurem Natrium gebracht werden. Statt Toluol wurde 
Fluornatrium als Desinficienz benutzt, siehe Versuch LXXb auf 
der folgenden Seite. 

Dieser Versuch zeigt die deutliche F6rderung der Auto- 
lyse durch das salicylsaure Natrium in 0,1°/oiger Lésung. 
Nebenher ergibt sich die starke Verschlechterung der Ausfallung 
durch dieses Salz bei der Gegenwart eines anderen Salzes in 
erheblich grdéferer Konzentration, ein Ergebnis, auf das wir 
schon oben bei Besprechung des Salzeinflusses auf die Koa- 
gulation hingewiesen haben (S. 44). 

Wie wir uns die Wirkung der Salicylséure auf das auto- 
lytische Ferment sowohl innerhalb wie auferhalb des Korpers 
zu denken haben, ob ein mehr oder weniger mittelbarer Ein- 
flu{ besteht, dariiber lift sich keine sichere Vorstellung gewinnen. 
Ich will nur auf einen am Ende der V. Mitteilung wieder- 
gegebenen Versuch (Vers. XIIIla) hinweisen, der daran denken 
laft, daB durch das salicylsaure Natrium irgend welche der Auto- 
lyse entgegengerichteten Oxydationsvorgange gehemmt werden. 

Es bleibt noch die Frage zu beantworten, ob die Dosen, 
bei denen eine deutliche Férderung zu finden ist, hinsichtlich 
der Grdfenordnung mit denen in Paralelle zu setzen sind, die 
intravital die Stickstoffausscheidung f6rdern. Dies scheint hier 
ebenso wie bei den Arsenversuchen mit Recht geschehen 
zu konnen. 





1) Beachtenswert ist auch die Tatsache, dafischon nach 23/4 Stun- 
den antiseptischer Autolyse ca. 4°/o des gesamten inkoagulablen 
Stickstoffs in lésliche Formen tibergegangen ist, also keineswegs die 
Ofter gemachte Angabe richtig ist, daf\ die Autolyse erst sehr spat nach 
dem Tode einsetzt. 








Versuch LXXb. 


Hund. 





20°/o Glaspulver. 


a eeecmnemen meme 


Zu den Proben 100 cem 0,3°/oige NaFl-Lésung und vor bezw. nach 
der Autolyse 1 cem 10°/oige Na salicyl.-Lésung. — Dauer der Autolyse 19 Stunden. 


kochenden Wasserbade 5,3 ccm 15 °/o KH,PO, hinzu, auf 200 ccm aufgefiillt, je 2 Proben a 50 bezw. a 20 ccm zu den Analysen. 








Nach 5 Min. 


Aufenthalt im 






































Na salicylicum Bestimmung nach Kjeldahl Bestimmung nach Sérensen 
Pro- in ccm ei ey ae 4 . are oor , 
Brei Bemer- zent- fiir 10g Prozent- mittel | Lésl. N. | eid Analysen- | | Autolyse. | Autolyse | And 
Nr. in ccm . Auto- nae- Mittel Auto- auf , in mg | nde- 
. gehalt | Leber! gehalt | 9 1035-n- in Mg | cu. | | 10,00 g | fiir das 
x oe | LAU Nn- | 3 | anze . 
_ wihrend |nach der — fiir 10 g | lyse | oe _Lauge | lyse| prei__ | Filtrat iii 
| alte 50 ccm | feb | fiir 20 ccm | von 10g) | 
P in g der Autolyse | 4UlOlySe | Filtrat | ener | in %o | Filtrat | bezogen | Leber | in %o 
~ i | | i 
© | | | | 
S 5 sofort | — _ iii 4 28.28 Daa — 1707 | f ie die aa _ 
= 15.10,00 \ _ - 28,22 | 078 | 7 07)., 17 | | 
=. 10,00 Jarbeitet} — | — _ 3,94 | 27,35) "| — | — 7,27) ; me ee _ 
~ es a —_— f° 4 = cs “< w 7 i _ 
2 1 }10,00) 9 — | | 11,66 | 810). | 0. | 9,03 pes 1,86), 
os | 81,7| 53,9 | — | 1,86, 32,2 — 
= © afta} — Jroo| — | oo | 122 | saa fo] | 908 | 1.91/187f” 
(16.]10,12)  — | | 12.01 | 823 — |545)| — 889 | 1,7211,70 —| 294) | — 
~ | | | | 
7) 9,98) — |) | 13,00 | 90,4 ) | 9,14 1,97 1,97 | | 
00; — | O01 90,3 62,5 16 , | 94 33,6 [+ 4, 
8.110,03) — jf | | 13,05 | 90,3 fr |92 TTI | gag | roots ong Pt) 388 tr 44 
9.110,00 | | 14,01 | 97,2 | a 931 | 214/214 “UU: 
: lor! — | os | Vogt! 713 jt let lois g74 tts 
10.10.07} — ff | | 14.63 (101.0 J’ | [+ 32,2] 9.25 18 | 2,17 J [++ 16,2] 
Die Proben bis auf 16 steril. 
a Die in Klammern stehenden Prozentzahlen geben die Anderung gegen die Proben ohne Na salicylic. an, die andern 
= die wirkliche Anderung der Autolyse durch den Na salicylic.-Zusatz. 
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Wolfsohn!) z. B. fand in Jaffes Institut vermehrte 
Stickstoffausscheidung bei einem 17 kg schweren Hunde, der 
an 2 aufeinanderfolgenden Tagen je 3 g salicylsaures Natrium 
erhielt, d. i. bei 1,71 mg auf 10 g Koérpersubstanz pro die oder 
3,42 im ganzen; bei einem 19 kg schweren Hunde ergab sich 
dasselbe nach einer Tagesdosis von 5 und einer darauffolgenden 
von 3g, d. i. bei 2,6 bezw. 1,6 mg auf 10 g Koérpersubstanz 
pro die oder 4,2 im ganzen. (C. Virchow,*) ein Schiiler 
Salkowskis, sah bei 2 Hunden die Steigerung der Stickstoff- 
ausscheidung, wenn im ganzen 6,5 bezw. 8,0 mg auf 10 g 
Kérpersubstanz bezogen gereicht waren. Da derselbe Autor 
angibt, daB das salicylsaure Natrium noch am 5. Tage nach der 
letzten Gabe nachweisbar ist, so muB man wohl die tiglichen 
Dosen addieren, um die wirksame Menge kennen zu lernen. 
Ich fand in mehreren Versuchen eine deutliche Steigerung 
bei ca. 9 mg auf 10 g Leber, in einem Versuch schon durch 
0.1—1,0 mg. — 

Wie in der vorhergehenden Mitteilung Vergiftungs- 
versuche mit arsenigsaurem Natrium, so sind hier solche mit 
salicylsaurem Natrium angestellt worden, um sowohl die frischen 
Organe, Leber und Muskel, auf ihren Gehalt an léslichem Stick- 
stoff, wie auch die Gréfe der Autolyse zu untersuchen. 

In beiden Fillen sind die Hunde gleichsam mit salicyl- 
saurem Natrium tberschwemmt worden. — Die Werte fiir die 
Muskeln scheinen normal zu sein (vgl. obigen Vers. Via). Die 
Leber dagegen zeigt abnormes Verhalten: der Gehalt an los- 
lichem Stickstoff liegt unter der Norm, in dem einen Falle, 
bei dem das letzte Ende abgewartet wurde, ist er so exorbitant 
niedrig, wie bei den mit sehr grofen letalen Arsendosen ver- 
gifteten Hunden: 11,1 mg statt der durchschnittlichen 30,0 mg! 
(s. vor. Mittlg. Vers. III u. 1V). — Auch die Autolyse der Leber 
ist in beiden Fallen viel geringer als in der Norm: bei 18 bis 
19/2 stiindiger Autolyse ergibt sich als Mittel aus 10 normalen 
Fallen die Bildung von 40,0 mg loéslichem N (es sind hierbei 


') S. Wolfsohn, Uber die Wirkung der Salicylsiure und des sa- 
licylsauren Natrons auf den Stoffwechsel. Inaug.-Dissert. Kénigsberg 1876 
*) C. Virchow, Diese Zeitschrift, Bd. 6, S. 78 (1881). 
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nur die Fille mit niedriger Autolyse im «Glaspulverbrei» be- 
riicksichtigt), hier werden 18,3 und 14,3 mg gefunden; bei 
44 stiindiger Autolyse ergeben zwei normale Falle im Mittel 


73,0 mg, hier sind dagegen nur 37,7 mg gebildet. 

Versuch VII. Junger Hund von 10,7 kg. — 9. Ill. 1908, 9 Uhr, 
subcutan 1,0 g Natr. salicylic.; 3'/: Uhr 0,16 Morphium hydrochlor. zwecks 
anderweitigen Versuchs mit der Herzsonde. Um 5'/e Uhr ist das Tier 
ganz munter und liauft umher. 6 Uhr abends 3,3 g Natr. salicylic. — 
10. III. 9 Uhr ist der Hund lebhaft und frisch, er erhalt 4,0 g Natr. salicylic. 
— 11. II]. 9 Uhr ist er weniger munter; 6,0 g Natr. salicylic. — 12. III. 
% Uhr, der Hund sieht elend aus, die Halswunde der Sondenuntersuchung 
ist vereitert, desgleichen beide vorderen Augenkammern eitrig. 10°° 5,0 g 
Natr. salicylic. 2'*, das Tier kann kaum stehen, ganz verfallen, durch Hals- 
schnitt getétet. -- Leber von der Aorta aus blutfrei gespiilt; mit 24,7 °%/o 
Glaspulver zerrieben. Hiiftmuskeln beider Seiten von Fett, Bindegewebe 
und Sehnen mdglichst gereinigt, mit 20°/o Glaspulver zerrieben. Zu jeder 
Leberprobe 20 ccm, zu jeder Muskelprobe 40 ccm 0,9ige NaCl-Lésung 
und 5 cem Toluol. Weitere Behandlung wie in Versuch Vla, S. 50. 


’ 
} | 

















Bre; Dauer der | Analysen- Lésl. N 
Nr. _ Autolyse /mittel in ccmjin mg fiir 10g} Autolyse 
in g Std. n/4-Lauge Substanz 
Leber | | 
1. | 22,00 |) sofort 4,69 24.8 | on 
2 | 2198 |f verarbeitet 4,92 26,0 f~ os 
3. 22,75 |) ag 7,88 40,2 ) oe _ 
> OIA " 
4. 2235 |J 7,55 | 39,3 J 
| Muskel | 
9. | 2210 | sofort 9,08 45,0 | _ 
; D — 
10. | 2210 |f Verarbeitet, 9081) | 450Jf  ”’ 
1. | 2192 |) sig 12,04 | 600)... - 
12 | 209 if *” 13,35 661 f° 
' | + as me 
3. 22.28 4,33 0,2 
228 1g? — 0.9 \ a9 9 27.9 
14. 2217 |f 15,27 75,3 J | 











') Bei Probe 10 nur eine Analyse. 

Versuch VIII. Alter Hund von ca. 10 kg, 9. III. 1908, 12 Uhr, 
das Tier scheint matt; abends 6'® subcutan ca. 3,3 g Na salicylic. (Die 
Wiagung wie die Injektion ist schwierig, da das Tier sehr bissig). — 
10. IIL., 9 Uhr, der Hund ist matt, ahnlich wie am vorhergehenden Tage. 
93° ca, 6,0 g Na salicyl., 12 Uhr, scheint etwas munterer. — 11./III., 10* 














ijber den Einfluf des salicylsauren Natriums auf die Autolyse. IIL. 63 


matt, er erhalt 5,0 g Natr. salicylic., liegt auf der Seite und atmet schwer. 
4 Uhr abends, trinkt nur Wasser, frift nicht. — 12. III., 6 Uhr, friih tot 
vorgefunden. 8 Uhr aufen kalt, nicht totenstarr, im Innern noch ziemlich 



































warm. — Leber kann von der Aorta nicht ganz blutfrei gespiilt werden, 
dagegen fast vollkommen von der Pfortader her. — Leber wie Hiiftmuskel 
mit 20°/o Glaspulver verrieben. — Im iibrigen wie in Vers. VII behandelt. 
_ | Dauer der | Analysen- Lisl. N | 
Nr. | Brel | Autolyse |mittel in ceml/in mg fiir 10 g Autolyse 
ing | Std. n/4-Lauge Substanz | 
| Leber | | 
I. | 25,03 ‘| sofort 2,15 9,4 | | 
. 11,1 — 
2. | 25,81 | verarbeitet 2,951) | 12,8 f 
| | 
3. 25,00 | 6,31 27,6 
vd aa , logs) 188 
4. | 2458 |f 7,04 31,3 | | 
5. 24,82 10,33 45,5 
' , r 44 " 46,8 37,7 
6. | 24,71 JJ 10,87 4ifo7 | 7 
Muskel | 
7 24,97 sofort 9,74 42.6 | 
- 41,0 —_ 
8. 25,85 |f verarbeitet 9,34) | 39,5 f 
Q), 28,43 16 13,06 50,3 50,3 9,3 
(10. 24,88 |} verloren — -- --- 
| oe - 
11. , 25,40 13,67 58,8 
| “a ‘| 40/2 z \ 58,1 17,0 
12. | 25,51 |f 13,44 57,5 J 


') Bei Proben 2 und 8 nur eine Analyse. 

Ich glaube, dafi diese beiden Versuche, entsprechend dem 
iihnlichen Ergebnis bei den Arsenvergiftungen, darauf hindeuten, 
daB bei der letalen Vergiftung mit auBerordentlich groBen Dosen 
von salicylsaurem Natrium das autolytische Ferment der Leber 
schlieBlich geschidigt wird und daher sowohl wiihrend des Lebens 
den Verbrauch an léslichem Stickstoff nicht mehr ausgleichen, wie 
auch post mortem nicht die iibliche Menge davon bilden kann. Es 
stellt diese intravitale Schadigung wohl das Analogon dar zu 
dem obigen Befunde, daf salicylsaures Natrium, normalen Lebern 
in grofen Dosen zugesetzt (bezw. in kleinen Dosen, dann aber 
mit langerer Einwirkungszeit), die Autolyse hemmt. 

Es mag hier noch ausdriicklich darauf hingewiesen werden, 
dali zurzeit die Untersuchung frischer Organe und ihrer Autolyse 
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von solchen Fallen fehlt, die im Leben langere Zeit gréBere 
Gaben von salicylsaurem Natrium (auch von Arsen) erhalten 
haben und eine vermehrte Stickstoffausscheidung erkennen lieBen. 


Zusammenfassung. 


Entsprechend der Tatsache, daf salicylsaures Natrium 
in groBen, aber nicht letalen Dosen die Stickstoffausscheidung 
steigert, bewirkt es bei kurzer Einwirkungszeit Forde- 
rung der Autolyse der Leber. 

Nach langerer Einwirkungszeit (3 Tage) oder bei 
grofen Dosen wird die Autolyse gehemmt. Fir dies 
Verhalten kann als Analogon der Befund angesehen werden. 
daB im Tiere sehr grofe, letale Dosen intravital eine Herab- 
setzung des léslichen Stickstoffs in der Leber und eine post 
mortem erkennbare Verlangsamung der Autolyse verursachen. — 

Als methodisch wichtig ist der Befund hervorzuhehen, 
dafi die Enteiweifiung mittels Kochen durch die Gegen- 
wart von salicylsaurem Natrium schon bei einem Gehalt 
von 0,1°%/o verschlechtert wird und dies in noch viel star- 
kerem Grade bei einem Gehalt von 1,0°/o: die Filtrate kénnen 
dann einen um 14°/o héheren Stickstoffwert aufweisen, als ihn 
salzfreie Lésungen zeigen. — In Gegenwart autolytischer Pro- 
dukte und bei Abwesenheit anderer Neutralsalze ist der Gehalt 
von 0,1°/o salicylsaures Natrium ohne Bedeutung fiir die Ent- 
eiweibung. — 

Fluornatrium scheint sich in 0,3°/oiger Losung gut als 
Desinficienz bei Autolyseversuchen zu eignen und schadigt 
das autolytische Ferment bedeutend weniger als Toluol. 
geschweige als Chloroform. 
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Uber den Einflu8 des benzoesauren Natriums auf die Autolyse. 
[V. Mitteilung.?) 
Autolyse und Stoffwechsel. 
Von 
Ernst Laqueur und Kurt Briinecke. 


(Aus den physiologischen Instituten in Kénigsberg i. P. und Halle a. 8S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. April 1912.) 


Ahnlich wie die in der vorhergehenden Mitteilung behan- 
delte Salicylsdure wirkt bekanntlich auch die Benzoesiure auf den 
Stoffwechsel: gréSere Gaben fiihren zu einer Steigerung der 
Stickstoffausscheidung.?) 

Ohne hier darauf einzugehen, aus welchen Substanzen 
im einzelnen dieser Mehrgehalt an Stickstoff im Harn zurtick- 
zufiihren ist, diirfen wir wohl annehmen, daf er durch ver- 
mehrte Zersetzung des Eiweifes bezw. von Eiweigabkémm- 
lingen herrihrt. 

Entsprechend unseren friiher geschilderten Anschauungen 
galt es auch hier zu prifen, ob die Benzoesiure in gewissen 
Dosen eine Steigerung der Autolyse hervorruft. 

Aus denselben Griinden, wie sie in der vorhergehenden 
Mitteilung fiir die Salicylsiure angegeben sind, benutzten wir 
das Natriumsalz der Benzoesaure. 

Da wir auch hier die Gréfe der Autolyse bestimmen 
nach der Menge des nichtkoagulablen Stickstoffs, also des 
Stickstoffs, welcher nach EnteiweiBung durch Kochen in das 
Filtrat iibergeht, so war zunichst festzustellen, welchen Ein- 
flu8 das benzoesaure Natrium auf die Enteiweifung durch die 


Koagulation hat. 

Durch grofe Dosen, 1,0°/o, wird sie erheblich unvollstindiger ; inso- 
fern besteht Ubereinstimmung mit den Erfahrungen mit dem salicylsauren 
Natrium. Bei diesem lag aber die unvollstandigere Entfernung des Ei- 
weifies im wesentlichen daran, dafs die erste Phase, die Denaturierung 
des Eiweifes schlechter ist, die Ausfallung des bereits denaturierten da- 





1) S. die vorhergehende Arbeit. Die Ergebnisse dieser wie der iibrigen 
Autolyseversuche sind auf dem PhysiologenkongreB 1911, Miinchen, mit- 
geteilt worden; s. Ztrbl. f. Physiolog., Bd. 25, Nr. 23, 1911/12. 

*) S. O. Loewi in von Noordens Handbuch der Pathologie des 
Stoffwechsels; 2. Aufl., Bd. 2, S. 800 (1907). 
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gegen kaum beeinfluft wird; Zusétze von salicylsaurem Natrium zu den 
bereits gekochten Proben waren ziemlich bedeutungslos fiir den Stick- 
stoffgehalt des Filtrats, Durch das benzoesaure Natrium scheint dagegen 
die Denaturierung nur wenig beeinflufit zu werden, sondern hauptsachlich 
die Ausfallung, die Koagulation, des bereits denaturierten Eiweifes un- 
vollstandiger zu sein. 

Vergleichen wir namlich den Einflu& des benzoesauren Natriums 
auf Proben, die vor dem Kochen mit solchen, die nach dem Kochen 
den Zusatz erhielten, so ergibt sich kein erheblicher Unterschied, d. h. 
also, dafi der tiberhaupt bestehende EinfluB des Salzzusatzes sich im 
wesentlichen auf die 2, Phase der EnteiweiBung, auf die Periode nach 
dem Kochen, also die Koagulation geltend macht. ') 


(S. fiir die bisherigen Angaben die folgenden Versuche: Zusatze 
bis zum Gehalt von 1,0°/o benzoesaurem Natrium vor dem Kochen: 
Vs. A, Probe 19, Mehrgehalt an Stickstoff 18,4°o gegeniiber Proben 17/18; 
Vs. C, Proben 9/10 gegen 5/6, 9,5°/o; Proben 11/12 gegen 7/8, 9,5°)0; [diese 
4 Proben hatten gleichzeitig einen Zusatz von Kochsalz]. Vs. D, Proben 5/6 
gegen 1/2/18, 18,4°/o; Vs. M, Proben 1/2/16 gegen 13/14, 2,8°/o (hier handelt 
es sich um Proben, die bereits autolysiert waren]. Zusatze nach dem 
Kochen: Vs. B, Proben 9/10 gegen 7/8, 13,7°/o; Vs. C, Proben 17/18 gegen 
13/14, 14,4°%/o und Proben 20 gegen 15/16, 2,8°/o [diese 3 letzten Proben 
enthielten auBerdem Kochsalz]; Vs. F, Proben 11/12 gegen 3/4, 11,4°/0.) 


Der Zusatz von geringeren Dosen, also ein Gehalt des benzoe- 
sauren Natriums von 0,1°/o und darunter, ist auf die Enteiweiffung von 
keinem erheblichen EKinfluf, wenn kein anderes Salz zugegen ist. Bei der 
iiblichen Methodik, Zusatz von Toluol als Antiseptikum, wird die Aus- 
fiillung eher etwas vollstandiger, und zwar kommt hier Wirkung auf die 
erste Phase, eine bessere Denaturierung in Betracht, denn die Ausfallung des 
bereits denaturierten Eiweifes wird kaum bezw. nach der entgegengesetzten 
Richtung verindert, d. h. es kann mehr Stickstoff im Filtrat erscheinen. 


(S. hierfiir folgende Versuche. Zusitze bis zum Gehalt von 0.1°/o 
und darunter vor dem Kochen: Vs. D, Probe 3 gegen 1/2/18 — 3,5 °/0; Vs. G, 
Proben a/g gegen 1/2 — 4,2°/o; c/i gegen 1/2 — 3,6°/0; e/l gegen 1/2 —1,9°/o. 
Zusitze nach dem Kochen: Vs. F, Proben 9/10 — 1,5°o, 7/8 — 1,1°/o, 
5/6 —1,1°%/o alle gegen 3/4; Vs. D, Proben 13/14 gegen 11/12 —3,8°/0; 
Vs. B, Proben 13/14 gegen 7/8 + 6,1°/».) 

Zu betonen ist noch folgendes Ergebnis: Der Einfluf des benzoe- 
sauren Natriums auf die Enteiweifung ist auch vorhanden, und zwar in 
sehr deutlicher Weise, wenn die Lisung noch ein anderes Salz in starker 
Konzentration enthialt, z. B. 3°/o an Chlornatrium; es wird durch den 
Zusatz des benzoesauren Natriums die Normalitaét des Gesamtsalzgehaltes 


von 0,52 auf 0,59 nur wenig geindert: (s. hierzu, bei Zusatz vor dem 
Kochen, Vs. C Proben 11/12 gegen 7/8 + 9,5°/o; bei Zusatz nach dem 
Kochen: Vs. C Probe 20 gegen 15/16 + 2,3°/o. 

Als Nebenbefund sei hier noch hervorgehoben, da der Zusatz von 





‘) Die Versuchsprotokolle sind im Zusammenhange am Schluf dex 
Arbeit mitgeteilt. 
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Chlornatrium allein auch schon eine erhebliche Verschlech- 
‘erung in der Enteiweifung (um 12°/o) hervorbringt (s. in Vs. C alle 
Versuche mit Chlornatrium im Vergleich zu denen ohne solches). 

Aus dem Versuche © ist noch weiterhin zu ersehen, dafi das 
(hlornatrium die 2. Phase der Enteiweifiung beeinfluBt, denn der Koch- 
calzzusatz nach dem Aufkochen bewirkt auch anniahernd dieselbe Ver- 
mehrung des Stickstoffs im Filtrat, wie der Zusatz vor dem Kochen 
nach dem Kochen: Proben 15/16 gegen 13/14 + 16,8°%o; vor dem 
Kochen: Proben 7/8 gegen 5/6 +- 18,3 °%o). 

Besser wird man die Wirkung des benzoesauren Natriums auf 
die Autolyse nach den Versuchen beurteilen kénnen, die zeigen, wie 
viel die EnteiweiBung der bereits autolysierten Proben durch dieses 
Salz verindert wird. Es ergibt sich, daf§ die Menge des Filtratstickstoffs 
bei einem Gehalt von 1,0°/o um 2,7°%o gegen Proben ohne benzoesaures 
Natrium vermehrt ist (Vs. M, Proben 1/2/16 gegen 13/14). Ein erheblich 
vroBerer Einfluf auf die EnteiweiBung autolysierter Proben ist dagegen 
auch bei geringerem benzoesauren Natriumgehalt (0,1°/o) zu erkennen, 
wenn noch ein anderes Salz, 0,3°/o Fluornatrium, zugesetzt ist, und 
wenn .erst nach dem Aufkochen angeséuert wird. Die Filtrate ent- 
halten dann 10,9%o mehr Stickstoff als die Proben ohne benzoesaures 
Natrium. Dafs die Filtrate den Mehrgehalt fast nur dem der Ausfallung 
entgangenen Eiwei§ verdanken, zeigen die nach Sérensen angestellten 
Bestimmungen. Diese liefern die gleichen Zahlen, gleichgiillig, ob nach 
der Autolyse benzoesaures Natrium zugesetzt ist oder nicht (Vs. N, 
Proben 13/14 gegen 1/2/16). 

Es bleibt noch die Frage offen, warum die Fallung des EiweiBes 
durch einen Gehalt von 1,0°'o benzoesaurem Natrium so bedeutend bei den 
Proben ohne Autolyse verschlechtert wird (s. oben S. 66), durchschnittlich 
um 14°/o, und nur so wenig nach der Autolyse. Es ist daran zu denken, 
dai die verschiedenen bei der Autolyse entstehenden Produkte, Amino- 
siuren usw., dem benzoesauren Natrium, welches die Fallung verschlechtert, 
entgegenarbeiten. Naher auf diese Frage eingehen zu wollen, wie auf 
eine ganze Reihe anderer, die sich hinsichtlich der Beeinflussung der 
Hitzefallung durch Salze ergeben, hat keinen Wert, so lange nicht weitere 
Versuche angestellt sind, die aber zunachst fiir unser eigentliches Thema 
keine Bedeutung hiatten (s. die vorhergehende Mitteilung 8. 47). 

Als methodisch wichtig sei noch auf die, auch sonst bekannte, Tat- 
sache hingewiesen, daf die EnteiweiBung am vollstandigsten ist, wenn 
erst nach dem Kochen angesduert wird (s. Vs. C). Hierbei enthalten 
alle Filtrate von den Proben (13—20), welche zuerst ohne Zusatz von 
saurem Kaliumphosphat aufgekocht sind, weniger Stickstoff als die Filtrate 
entsprechender Proben (5—12), welche nach Zusatz dieses sauren Salzes 
aufgekocht wurden. Dasselbe zeigt auch Vs. A, Proben 17/18 gegen 
15 16; Vs. B, Proben 9/10 gegen 3/4; Vs. F, Proben 3/4 gegen 1/2; Vs. E, 
Proben 23/24 gegen 25/26. ne 
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Fiir unsere und andere Autolyseversuche mit ahnlicher Frage- 
stellung hat aber der Zeitpunkt des Saéure- bezw. sauren Salzzusatzes 
keine zu groBe Bedeutung, da es sich ja doch nur um Vergleichs- 
werte handelt, und daher nur darauf zu sehen ist, daB stets genau die 
gleichen Bedingungen eingehalten werden. 

Fiir unsere Frage ist also das Wesentliche dieser Vor- 
versuche : 

Benzoesaures Natrium bis zu einem Gehalt von 0,1°% 
zu den tiblichen Proben mit Toluol vor dem Aufkochen zu- 
gesetzt, ist fiir die EnteiweiBung relativ gleichgiiltig. Sie wird 
im allgemeinen etwas vollkommener, indem sich durchschnittlich 
im Filtrat von je 10g Leber 0,8 mg weniger Stickstoff befindet 
als in Kontrollproben, die Anderung betriagt also ca. — 3,5°)o. 
Dagegen wirkt ein Gehalt von 1,0°/o auf die EnteiweiBung be- 
deutend verschlechternd und erhdht den Stickstoffgehalt der 
Filtrate um durchschnittlich 4,5 mg, die Anderung ist also 
ca. + 14°/o. Allerdings ist dies nicht der Fall bei Proben, 
welche bereits Autolyseprodukte enthalten; dann ist die Zunahme 
nur 1,1 mg, die Anderung also +- 2,7°%/o. — 

Ubersehen wir jetzt die Versuche, welchen vor der 
Autolyse benzoesaures Natrium zugesetzt ist, zunachst Ver- 
suche F, H, J, K, L. 

Sie zeigen simtlich eine Steigerung der Autolyse 
bei einem Gehalt von 0,01 und 0,1°/o. Die Steigerung ist 
bei 0,1°/o am starksten, im Durchschnitt 7,7°/o. Die Forderung 
ist eher noch gréfer, da ja der Einflu{B auf die Enteiweifbung, 
also ca. 3,5°/o, hinzuzurechnen wire. 

Auch ein Gehalt von 1,0°/o erh6ht deutlich den Stickstoff- 
gehalt der Filtrate; die ErhOhung ist in einem Falle bedeutend 
groBer, als dab sie allein durch die verschlechterte Enteiweifung 
zu erkléren wire. 

Um die Wirkung des benzoesauren Natriums auf die 
Autolyse aufber jeden Zweifel zu stellen und von dem Ein- 
fluB des Salzes auf die Enteiweibung frei zu machen, 
stellten wir Versuche M und N an. In ihnen ist der Gehalt der 
einzelnen Proben an Salz, bevor enteiweift wurde, genau der 
gleiche. Der einzige Unterschied besteht darin, dah bei der 
einen Reihe von Proben vor der Autolyse das Salz zu vollem Be- 
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trage bezw. zu einem Teil zugesetzt wurde, bei der anderen 
Reihe erst nach der Autolyse. Daraus ergab sich, daB sowohl 
ein Gehalt von 0,1°/o wie von 1,0°/o eine Steigerung der 
{9stiindigen Autolyse bewirkt, und zwar labt die Titration 
nach S6rensen, welche neben der Gesamtstickstoffbestimmung 
ausgefihrt wurde, erkennen, dafi Ammoniak bezw. Amino- 
gruppen in erheblichem Mafe freigeworden sind. 

Es ware wohl lohnend, die Versuche mittels Titrierung 
nach SOrensen mit gréferen Mengen des Filtrates zu wieder- 
holen, eventuell auch die van Slykesche Methode zur Be- 
stimmung der Aminosiuren hierauf anzuwenden. 

Ob Ausdehnung der Autolyse tiber laingere Zeiten als 
einen Tag wieder eine Hemmung durch benzoesaures Natrium 
ergibt, entsprechend unseren Erfahrungen mit salicylsaurem 
Natrium, wurde nicht verfolgt. Es ist dies ja auch von unter- 
geordnetem Interesse gegeniiber der erledigten Hauptfrage, dah 
gewisse Dosen eine Steigerung der Autolyse verursachen. — 

Was die Grofenordnung der sicher jedesmal foér- 
dernden Dosen anlangt — um 9 mg fiir 10 g Leber —, so stimmte 
sie, wie bei den Arsen- und Salicylsaureversuchen, mit der tiberein, 
welche die Gaben im Tiere haben miissen, um eine gesteigerte 
Stickstoffausscheidung hervorzubringen. So fand Sal- 
kowski?!) eine Vermehrung des Stickstoffs, wenn in zwei Tages- 
dosen zusammen 6,3 bezw. 7,6 mg, Kumagawa,?) wenn in 
sechs Tagesdosen zusammen 6,7 mg auf 10 g Ko6rpersubstanz 
gegeben wurde. °) 

Schon in der vorhergehenden Mitteilung haben wir er- 
wahnt, daB eine Steigerung der Autolyse durch Salicylséure 
wie durch Benzoeséure nach Versuchen von Yoshimoto‘) und 
Kikkoji,®) Schiilern Salkowskis, vermutet werden konnte. 


') E. Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. 1, S. 1 (1877). 

*) Kumagawa, Virchows Archiv, Bd. 113, S. 134 (1888). 

*) Hier sei iibrigens erwahnt, dafi nach S. Jolin, einem Schiller 
Salkowskis (s. Skand. Arch., Bd. 1, S. 442 [1889]), nicht alle Hunde 
eine Vermehrung der Stickstoffausscheidung erfahren, sondern individuelle 
Unterschiede bestehen sollen. 

*) 8S. Yoshimoto, Diese Zeitschrift, Bd. 58, S. 341 (1909). 

°) T. Kikkoji, Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 109 (1909). 





70 Ernst Laqueur und Kurt Briinecke, 


Die Autoren fanden namlich die Autolyse erheblich starker, 
wenn statt Chloroform Salicylsiure oder Benzoesaure als Des- 
inficienz benutzt wurde, d.h. durch diese beiden Substanzen 
wird das Ferment wohl weniger als durch Chloroform geschadigt. 
Ob aber ein spezifisch beschleunigender Einflu8 vorliegt, labt 
sich natiirlich aus diesen Versuchen nicht entnehmen, dazu 
ist es nOtig, dasselbe Desinficienz fiir die verschiedenen Proben 
zu benutzen und zu einzelnen von ihnen die zu untersuchende 
Substanz hinzuzusetzen, wie es in allen obigen Versuchen ja 
geschehen ist. Wir haben auch noch einen entsprechenden 
Versuch mit Benzoesaéure angestellt, wobei wir Proben mit 
Toluol bezw. Chloroform als Desinficienz mit andern Toluol- 
bezw. Chloroformproben verglichen, die gleichzeitig Benzoesiure 
enthielten. Die Dauer der Autolyse betrug mehrere Monate. 
Es ergab sich eine auferordentliche Steigerung — an 140°/» 
(Vs. O). (Probe 4 dieses Versuchs zeigt z. B., daB in einer 
annihernd mit Benzoeséure gesattigten Losung an 70°/o des 
gesamten Stickstoffs in nichtkoagulierbare Form iibergegangen 
ist, wahrend die entsprechende Kontrollprobe nur etwa 30°)» 
in léslicher Form enthalt.) Die Steigerung ist in den Proben 
unter Chloroform, die hierdurch starker als durch Toluol ge- 
schadigt werden, absolut und relativ viel geringer als in den 
Toluolproben. Durch diesen Versuch ist freilich auch noch 
kein spezifischer Einflu$8 der Benzoesiure bewiesen, da wir 
nicht wissen, wieviel von der Steigerung auf die Wirkung der 
Siure zu setzen ist. Dies durch besondere Versuche zu er- 
mitteln, schien nicht lohnend, nachdem wir den férdernden 
Einflu8 des benzoesauren Salzes festgestellt hatten. 


Zusammenfassung. 


Benzoesaures Natrium steigert die eintagige Auto- 
lyse. Diese Wirkung des Salzes steht in Ubereinstimmung 
mit seinem Einflu$ auf den Stoffwechsel: es erhdht die Stick- 
stoffausscheidung. : 

Methodisch ist zu bemerken, daB® benzoesaures Natrium 
in 1°/oiger Lésung die EnteiweiRung bedeutend verschlechtert. 
dies gilt auch, wenn ein anderes Salz in groBerer Konzentration 








Uber den Einflu{ des benzoesauren Natriums auf die Autolyse. IV. 71 


vorhanden ist. — Die Verschlechterung der Enteiweibung ist gering 
nach der Autolyse, also in Gegenwart autolytischer Produkte. 


Versuche: 


Die Methode ist die gleiche wie in den vorhergehenden 


Mitteilungen. 

Wie bei den friiheren Arbeiten, so wurde auch hier die Reaktion 
in jedem einzelnen Falle gepriift. Sie war stets fiir Lackmus, so lange 
es feucht ist, amphoter, und zwar war die saure Seite deutlicher als die 
alkalische, dies um so starker ausgesprochen, je stirker die Autolyse war. 
Die Resultate der Reaktionspriifung sind in den Rohprotokollen in jedem 
Falle vermerkt, hier aber nur in einem Versuch (Vs. F) wiedergegeben. 

Ferner ist in den meisten Versuchen auch gepriift worden, ob in 
den einzeJnen Proben Glykogen vorhanden ist; dies war nach 20stiindiger 
Autolyse meist verschwunden, und zwar um so vollstandiger, je stiarker 
die Autolyse war. 

Endlich sind bei der Mehrzahl der Autolyseversuche die Filtrate 
auf ihren Eiweifigehalt mittels Salpetersiure bezw. mil Eisessig und Ferro- 
cyankalium gepriift worden. 

Mil Salpeterséure ergaben sich in den Proben nach der Autolyse 
hiufig Tribungen, die beim Erhitzen verschwanden und nachher in an- 
nahernd urspriinglicher Starke wiederkehrten. — Mit Lisessig und Ferro- 
cyankalium erhielten wir nach 24 Stunden Triibungen bezw. Ausfillungen, 
die sich meist erst im Laufe eines weiteren Tages absetzten. Es handelte 
sich hierbei wohl um sehr geringe Mengen nativen Eiweifies bezw. von 
Albumosen. In einem Versuch ist eine ungefahre relative Schitzung der 
Niederschlagsmengen angegeben (s. Vs. J). Man kann daraus ersehen, 
daf' die 4uBerlich sehr grofs erscheinenden Differenzen keine erkennbare 
Bedeutung fiir die Menge des Stickstoffgehaltes in den Filtraten haben. 


(S. z.B. Probe 9, deren Filtrat den gréften Niederschlag hat, er ist 
schatzungsweise 10mal so grofs als bei Probe 10; der Gesamt-N-Gehalt 
des Filtrats von Probe 9 ist aber erheblich niedriger als der von Probe 10 


u. dgl. a.) 
Die Unterschiede zwischen Proben gleicher Art liegen also wohl 


nicht an dem methodischen Fehler, daB die EnteiweiBung unter gleichen 
Bedingungen erheblich verschieden ist, sondern an einem verschiedenen 
Gehalt an léslichem Stickstoff in den einzelnen Leberpartien. 


Versuch A. Hund, durch Halsschnitt verblutet. Leber durch 
die Fleischmaschine, mit 20,2°/o Glaspulver zerrieben. Zu jeder Probe 
100 cem agq.-Fliissigkeit (Aq. bezw. 10°%oiges benzoes. Natr.) + 5 ccm 
Toluol. Proben 15 und 16 werden sofort verarbeitet, d. h. nach Zusatz 
von 8,6 ccm 15°%/oiger KH,PO, 5 Min. im kochenden Wasserbade gehalten, 
dann auf 200 cem aufgefiillt und filtriert. Vom Filtrat zweimal je 50 ccm 
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zur Analyse nach Kjeldahl. Proben 17—19 werden sofort aufgekocht, ') 
bleiben 18°/4 Stunden im Brutschrank und werden dann nach Zusatz 
von KH,PO, zum zweitenmal aufgekocht und entsprechend weiterbehandelt. 
Wihrend des Abwiegens stand der Leberbrei und die Proben in Eis. Zu 
andern Versuchen waren noch 16 andere Proben aufzukochen. In diesem 
Zeitraum standen die Proben bei Zimmertemperatur (ca. 20°) und zwar 
von den beiden Kontrollproben die mit gerader Nummer ungefahr 11/s 
Stunden linger als die mit ungerader. (Die ersteren zeigen daher auch 


etwas héheren N-Gehalt). 






































a Benzoes. Natr.| Analysen- Léslicher N | And 
' sd ee Pro- inmg]} mittel | in mg naerung 
Nr. in g | Bemerkungen zent- firl0g] in ccm fiir 10 g in 9, 
"| gehalt Leber }"/:0-Lauge — Leber | 
15. 15,96 ) | 6,76 - 28.6) 
sofort verarbeitet] 00 | — 28, 9 a 
16. 15,85 f | 6,85 29,2f 
fgekocht nacl 
17. 16.05 | "18/2 Stunden. ™ | 6,31°) 278) sno | 
Brutschrank A i — aan 
18. 16,05 eum aweitenma | 6,80 28,6/ 
aufgekocht nac | | 
19. al KH.PO,-Zusatz | 10 | 88,6] 7,90 | 33,4 184 , 

‘) Probe 17 auf 209 ccm aufgefiillt. 

Versuch B. Hund, verblutet. Leber mit 20°/o Glaspulver ver- 
rieben. In den Proben 100 ccm Fliissigkeit (Aq. bezw. benzoes. Natr.), 
ferner 5 cem Toluol. Proben 3 und 4 unter Zusatz von 5 cem 15°/oiger 
KH,PO, sofort verarbeitet, die anderen sofort <aufgekocht», dann 19/2 
Stunden im Brutraum, darauf erst die Zusiatze von benzoes. Natr. bezw. Aq., 
sodafs die 100 ccm Fliissigkeit erreicht sind, und dann zum zweitenmal 
unter Zusatz von KH,PO, «aufgekocht> usw. wie in Versuch A. 

a | Benzoes. Natr.| Analysen- Lislicher N) .. 
Nr Brel | ae a Pro- |inmg] mittel | in mg | Anderung 
on gr | | ® zent- fiirlOg] in cem | fir 10g | jn 
| gehalt Leber ["/1o-Lauge| Leber | . ’ 
| | 
3. 14,04') « * | 7,96 | 37,2 | 
| ypiccdeleg L 10 | 386 Fl seg) 
4.\13,96)f  arbeitet ff" | ” | 7,838 |36,7f | 
7. 14,15] Inach Aufk | 5,75 | 26¢ | 
fe 14,10 nach Aufkochen \ 00 — : , | 6| 64/ — 
8. 14,04 |19'/2Stundenim| | | 5,62 | 26,2f 
13, 114.08 Brutschrank, 6.09 | 98 P | 
Oo 14 danach erst ’, 2 | 
01 | 886 28,0; + 6,1 
4. 14,04 {. Zusatz von |{ | 592 |276f°’ | ° 
o arog | benzoes. Natr. | an ia | 
1). 14.07 J verarbeitet Jf 7 | 648 (302f 7 | 
Die Proben steril. > 


') Unter «<aufgekocht»> ist hier und in den folgenden Versuchen 
stets zu verstehen, dafi das Erlenmeyer-Kélbchen mit der Probe genau 
5 Minuten im kochenden Wasserbade gehalten wurde. 
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Versuch C. 


in Chloroformwasser ; 


Schwein. 


‘/¢ Stunden spater abgewogen. 


den Proben 100 ccm Fliissigkeit (Aq. bezw. 


5 ecm Toluol. 5—12 nach allen Zusitzen (auch von 


Proben 


Leber sofort nach der 


15°/o KH,PO,) «aufgekocht» und sofort weiter verarbeitet 


Proben 13—24 sofort ohne jeden Zusatz <aufgekocht>, 


von benzoes. Natr. und 18 Stunden Aufenthalt im Brutraum, 
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Herausnahme 
ohne Glas, nur durch Fleischmaschine zerkleinert. 
(Alle Prozeduren unter Eiskiihlung.) 
benzoes. Na-Lésung) und 


Zu 


5,2 ecm 
(s. Vers. A). 


danach Zusatze 


darauf unter 


Zusatz von Aq. bezw. gesattigtem NaCl und KH,PO, zum zweitenmal <auf- 
gekocht» usw. wie in Versuch A. 
































| Le- | Benzoes. Na| Gesat-| Aq.- | Ana- | Losl. N Anderung in ° 
se | thes | Bemer- | Pro- in mg cate | cate meetin in mg durch Zusatz v. 
ree | eungen | zent- f. 10 g| Lise. in jccmn),,.| fiir 10 g ps se 
| in g | gehalt Leberlin ccm) com | Lauge | Leber | Natr.| NaCl 
5. 10,01 loo i oe | 7,69 40,9). 7 | ae 
6.10,00 } sofort [f° | | 10 @el 38.9)" | 
( | : } | , | 9: 
9. 10,01 | nach lio ‘909) —|[ | 825 43.8\ 43 9 195 7 
10. 9,99 | allen |f J | 8,20 43,7) | 
7. 10,00 { Zusitzen loo | | 8,53 HAN a5 9 i 4133 
810,15 | ver- J 10 | — 8:59 45,0) er 
11. 10,07|| arbeitet |) | 9,65 51 0) | 
| 1,0 909 Be 49,5] + 9,5 +13 
12.1005} sf | 9,06 48,0) T + “i 
13.|10,08| ) nach Aut- ™ TL Pe 6,40 33,8)35 4] ay ee 
14.10,16 | kochen [f° | 6,32 33,1) | 
21. 10,00 | und nach-} | | 6,76 36,0|. | 
|| teaeli 01 | 9,09) — |$1o0 ® 33,8/+ 1,2) — 
92. 10,16) | ‘aslich. |; | | 6,05 31,6) . | 
in Zusatz | y 
17. 9,98) | von ben- }1.0 | 909) — 712 37,933 oli gaa — 
18. 10,13, (zoes. Natr. J | 7,32 38,5)’ | 
15. 10,00 {18 Stund.}) 7,35 |39,1). as dais 
10,00 | * ‘ 0.0 | , 39,0 +16,8 
16. 10,01 oe | 7,32 38,9) tt 
23,10,12') dann = go $10 | —| 756 39,8ls7 gl og sto 
24. 10,00] weiter |f 7 | | 6,76 36,0) | 
(19. 10,01) | ver- 10 90 7,85 |41,7] | 
20. 10,10, J tbeitet |) | 7,57 399 |4+28-+ 45 


Versuch D. Kalb. Die Leber 
darin 18 Stunden auf Eis; 
durch die Fleischmaschine geschickt und mit 20°/o 


Chlorofomwasser und 


kochendes Wasser ; 
Glaspulver zerrieben. 
benzoes. Natr.), ferner 5 ccm Toluol. 
von 8,5 ccm 15°/o KH,PO, sofort verarbeitet. 














Die Proben bis auf 19 steril. 


sofort nach der Herausnahme in 


dann ‘'/s Minute in 


In den Proben 100 ccm Flissigkeit (Aq. bezw. 10°/o 
Proben 1—6 und 18 unter Zusatz 
Proben 11—14 werden vor 
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jedem Zusatz (von benzoes. Natr. und KH,PO,) «<aufgekocht», dann 20 
Stunden im Brutschrank, darauf nach Zusatz des benzoes. Natr. und 
KH,PO, zum zweitenmal «aufgekocht» usw., wie Versuch A, 






































Bre | Benzoes. Natr.] Analysen- Léslicher N} .. nd 
rel) 7 Pro- |inmg]| mittel in mg erung > 
Nr. in g| Bemerkungen zent- fiir 10¢ in ccm fiir in Yo | 
| gehalt | Leber }"/10-Lauge|10 g Leber’ 
1. 15,96. ella taiie, — — 6,30 25,6 | 
2. 16,02 er = os 6 22 gl 25,4 i | 
18. 16,13 — — — 6,34 25,5 ; 
® 1819 _ ; 
3. — a | 01 8.8 6,06 24,5 3.5 
4. 16,00 sea | | 8,32 (?) | 33,8 (2) saul . 
d. 16,11 a | 10 | 880 7,63 30,8 \ 30,1, 18,5 . 
6, 16,14 i” | 2 om eee i 
11. 15,94) ohne Zusatz | — | — | 5,88 —_ 
aufgekocht | ' 23.8 = > 
12. 16.10) | nach 20 Stunden 5.85 23.65 
Brutschrank , , 
13. 16,04 | Zusatze und zum es 5,67 22,9 
zweitenmale 0,1 8,8 229' — 38 
14. 16,00} aufgekocht | 5,65 | 22.9 











Proben 11—14 steril. 
') Probe 4 ist nicht beriicksichtigt, da augenscheinlich fehlerhaft. 


Versuch E. Hund, verblutet. Leber mit 20,4°%o Glaspulver. 
100 cem Aq., 5 ccm Toluol. Niheres s. Tabelle. Verarbeitung wie in 


Versuch A. 








A LL. > 7 

| Bestimmung nach Kjeldah]jBestimm. nach , 

, | Reel Analysenmittel|Léslicher NJ] SOrensen 

Nr.| | Bemerkungen in ccm in mg {Analyse in ccm } 

| in g| 0,1035 -n-Lauge fiir 0,1035-n-Lauge ; 

| fiir 5ccm Filtrat/10 g Leber I 20ccm Filtrat : 

23, |10,19/) "or Zagate ron Sacem| = 3.78 26,2) on 4 6,68 i 

24. 10,08 ime? 3,55 24,6)’ 6,65 - 

h Zusat 75 4 

25. | 10, 13 ‘| KH,PO, «aufgekocht> 4,72 32,4) 9, 5 6,60 ‘ 

96. | 10,03 J und sofort verarbeitet 4,42 30,7 | ' 6,56 3 

27. 10,03 \afsskochiy dann 884] verloren | — - | 
28. 10,00 JS matiges'Kothen verarb. 4,15 28,9 28,9 6,50 

, «aufgekocht», dann 18 St. ¢ 

29, 10,04 ‘mis Futraam nach/zusat 4,00 27.7) 97 g 6,50 
30. 10,01 | Bete tere. iicunh anual 4,02 28 0) 6,50 
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Versuch F. Hund, verblutet. Leber. 20°/o Glaspulver. 100 ccm 
Fliissigkeit (Aq. bezw. benzoes. Natr.), ferner 5 ccm Toluol. Proben 3—12 
vor allen Zusatzen (benzoes. Natr. und KH,PO,) «aufgekocht»; sie kommen 
dann nach Zusatz des benzoes. Natr. mit den Proben 13—22 20'/s Std. 
in den Brutraum. — Danach alle Proben nach Zusatz von 8,5 ccm 15° 


KH,PO, «aufgekocht» usw., wie in Versuch A. 
i EE EE meer es peed 









































| "4 Benzoes. Natr.] Analysen-, Lisl. N . 
_| Brei, Bemer- Pro- |in mg] mittel in mg | Anderung 
- ing, kungen zent- fiir10g} in ccm fiir in Jo 
| . gehalt | Leber }"/10- Lauge 10g Leber 
1. 16,12 | sofort ver- loo geez 7,10 (2 aap oot 7 
2. 16,05 J arbeitet f ~ | 7 7,25 | 29,4) ae cae 
3. 16,10 ) nach «Aut- |) oo | — 6,50 26,2). 263) — = 
4. 16,00 ——— f | 648 |264f° 7 | 
r wy Lusalz des | > lon 
5. 16,04 | enzoe- | 0,001) 0,089) 839 | be 50 | 26.0 — oo 
7. 16,20 (u. 20" St.]\ 94 | 0.89 6,47 260 log oo. 
8. 16,19 { im Brut- |{ ~ | 6,50 261f 7. 
ate) raum, rs 
9. 16,07} dann |loa | gee] &34 re f259 9} — | — 15 
10. 16,02, | weiter |/ | 6,45 26,2) 
11. 16,22] ver- |) = 7,07 28.4), 
09 1,0 88, 29, 3 _ 11.4 
12. 16,10} arbeitet }f "|" | 7,60 (30,2) . <a 
| | 'Auto- Anderung 
| | | | lyse | Autolyse 
13. 16,05 15,00 |60,8 | 
14. 16,11 00 | — 13,62 55,0) 58,1, 29,1 _ 
24. 16,25 | 14,60 (58,4 | 
15. |16,16 loot! oosg| 1487 8.1563 29,3! + 0,7 
16. 15,89 20'/2 Std. 14,10 [57,6] 
17. |15,97) ¢ | 14,23 [58,0) <9.) - 
, 0,01 | | 0,89 , , 59,0 30,0 3,1 
18. |16,08| | Autolyse |{ 14,87 |60,1]” + 
19. |16,09 \ . | 15,05  |60,8) 
01 | 8,86 60,1 | Bit + 69 
20. |16 1 14,66 |59,5f r 
21. |16,05 lio 88.6 16,60 |67,3\ ¢ 79 389 847 
22. 16,09) —_ 16.22 (68.5) as 











Alle Autolyseproben steril. 


Die Reaktion bei simtlichen Proben amphoter; bei den Autolyse- 
proben 13—24 ist die Anderung des Lackmuspapiers nach der sauren 
Seite deutlicher als die nach der alkalischen, und zwar ist dies um so 
mehr ausgesprochen, je gréfer der Gehalt an benzoes. Natr. ist. Bei den 
Proben 1—12 ist zwischen den Reaktionen kein deutlicher Unterschied. 


Glykogenprobe in allen Proben positiv, in 1—12 recht stark, in 
13—24 schwach, besonders gering in 22. 
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Versuch G. Kalb. Leber *+ Stunden nach der Herausnahme ver- 
arbeitet. 17°/o Glaspulver. In jeder Probe 100 ccm Fliissigkeit (Aq. -+- 0,01°/o 
bezw. 1,0°/o benzoes. Natr.), ferner 10 ccm Toluol. Darauf «aufgekocht>. 
Hinterher 6,4 ccm 15°/o KH,PO, usw., wie in Vers. A. 


























pp; | Benzoes. Natr. Analysenmittel Lislicher N | 
Brei f 'Anderung | 
Nr. |. Prozent-| in mg fiir] in ccm einer | in mg a 7 
'" 8 | gehalt 10 g Leber|0,1035-n-Lauge fiir 10 g Leber veil is 
ao 2 a 4,50 23,75 | | 
23.67 oe 
2/1259) — | — 4.50 23,60 J 
e. | 12,.55]) | 4,32 22,78) . 
"10.001 | 0,09 ‘ | 23,21; — 19 
| 12,54]f | 4,52 | 23,65 J 
c. | 12,49) | 4,45 ("23,43 ) 
“ 1" Tl oor 0,91 | 22.82) — 36 
i. | 12,531) | 4,22 | (22,22 J 
a. | 12,501) | #21) | 22,40) | 
| 01 | 91 | _492.67| — 42 
g. | 12,504) 4,35 22.95 | ‘ 








') Probe a auf 202,0 ccm aufgefiillt. 

Versuch H. Hund (zu einer Speichelfisteloperation benutzt und 
hierbei Morphium und Curare erhalten) durch Halsschnitt verblutet. Kein 
Glaspulver. Zu den Proben 120 ccm Fliissigkeit (Aq. bezw. benzoe- 
saures Natr.), ferner 5ccm Toluol. Dauer der Autolyse 19 Std. Danach 
unter Zusatz von 8 ccm 15°/o KH,PO, «<aufgekocht»> usw., wie in Vers. A. 























} | Benzoes. Natr.]Analysen- Léslicher N| ‘Anderung 
Nr |Brei| Bemer- Pro- |inmg} mittel | in mg | uto-| in 
~ ‘ling| k ' zent- fiir10g] in ccm fiir ‘lvse |. (der 
| 7 | — gehalt Leber ["/4-Lauge 10 g Leber! “a Autolyse) 
14. 10,05 |sofortver-lgg | _ | 278 360\o,¢, _ | _ 
15. 9,98,J arbeitet Jf | sf 250) | 88Bf 7 || > 
1. 10,00 | 6,15 | 81,9 | 
2.10,07 00 | — | 686 | 841181,5/469) — 
13./10,07 | | 5,93 78,4 
3./10,00 0,001 0.0092] 5739 | 76.9lc¢o\ 416) —118 
4./10,08 19 Stund. J? 5,442) | 75,6) | 
5.) 9,97 loco ee 5,75) | 77,0 42,4 — 9.6 
(6.| 9,94 | Autolyse |” | 6,03 | 80,6 6,0] 
7./10,04 | 7,22 | 95,5 
| 0,01 | 0,92 , Z 
8. 9,97 ro 3 6,54 | 871 }o1,3, 56,7, a 
9. 10,00 loa 92 - 6,46 | 86,0 51,4) + 9.6 
(10. 10,00 J | 5,98 | 79,5 | 44,9] | ‘ 





') Proben 3 und 5 auf 201,5 ccm aufgefiillt. 
*) Bei Probe 4 nur eine Analyse. 
Die Proben bis auf 6 und 10 steril. 
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Versuch J. Hund, erschossen. 20°/o Glaspulver. In den Proben 
100 ccm Fliissigkeit (Aq. bezw. benzoes. Natr.), ferner 10 ccm Toluol. Dauer 
der Autolyse 19'/2 Std.; nach Zusatz von 6,6 ccm 15°/o KH,PO, «<auf- 
gekocht» usw., wie in Versuch H. 
































Benzoes. Natr. | Analysen- Lislicher N | Ande- 
N miei Bemer- Pro- |inmg | mittel in mg /AULO-| nese 
» ing) kungen zent- fiir 10g in ccm fiir ‘lyse | . pe 
| gehalt | Leber |/10-Lauge 10 g Leber, | in °%o 
: | 
15. 20,13 | sofort ver- | 8,86 23. 6). | 
pHs » ; 0.0 — 24.0) ~~ ~ 
16. 1502 abeitet [f° | — | oz | eas?) — | 
1. 15,06 | | 15,65 | 70) 
2. 15,10, ~~ | + 15,87 | 57,5'58,1| 341] — 
14. 15,23 | 16,64 | 59,9 | 
: : pas Bee | 
4. 14.9 1! ‘ Ae) | 
— \o,o001! 0.0089] 12°? | legs! 365/12 
4. 14,98 J | 16,36 | 60,1] | 
5. 14,90 15,71 | 57,6 | 
| 19% sta.|b0,001 | 0089} 22 |? 579 33.9 — 0.6 
6. 14,91 + Autolyse |/ 15,85 | 58,3] 
(7. 15,05 | verloren] |) 9, | 0 ag = om | | 
8. 15,00 pr | 16,09 | 58,8 | 48 +20 
9. 14,93) 15,80 | 57,9 | | 
nr lor | g.94 600) 36.0, -—-5,6 
10. 15,02 | 17,01 | 62,1f | 
11. 14,96, | 15,86 | 580). |__| 
— lio lso4 86 | 8°! 33! 343) +06 
12. 15,12 | 16,16 | 586f. |” | 











Alle Proben steril. 

Zu je 5ccm der Filtrate der einzelnen Proben 6 Tropfen Eisessig, 
wonach alle Proben bis auf 10—12 unverindert bleiben, und zwar tritt 
in 10 schwache, in 11 und 12 starke Triibung auf (? Ausfillung der 
Benzoesdure). Es werden dann zu den essigsauren Filtraten 4 Tropfen 
einer FeCy,K,-Liésung hinzugesetzt, wobei aufer der Farbanderung bei 
allen Proben bis auf 10—12 zunachst keine Anderung eintritt; bei diesen. 
namentlich 11 und 12, tritt Fallung ein. 24 Stunden spiiter ist iiberall 
eine Fallung zu sehen, die aber keine relative Schatzung gestattet, weil 
sich der Niederschlag noch nicht abgesetzt hat, dies ist nach weiteren 
24 Stunden der Fall, und wiirde, wenn der geringste Niederschlag, der 
gerade die duferste Kuppe des Reagenzglases anfiillt, mit (1) bezeichnet 
wird, folgende Reihe ergeben: 14 (1); 8, 16, 11, 9, 10, 2 (2); 7 (4): 
6 (6); 5 (8); 1, 12 (10); 3, 4 (14); 9 (20). 

Versuch K. Hund, verblutet. Leber mit 20,1°/ Glaspulver. 
Zu den Proben 100 ccm Fliissigkeit (Aq. bezw. benzoes. Natr.), ferner 
5 ccm Toluol. Dauer der Autolyse 20 Stunden. Nach Zusatz von 5 cem 
15° 0 KH,PO, <aufgekocht» usw., wie in Versuch H. 
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EEE} 











hn 8.42 | 63,0{ 


884 | 65,5) 6-11 33.6 vor 
F ”. ’ | ; 
873 | 64.74” . ow 


8. 9,00 

9. | 9,09 | 

10. | 9,08 
') Probe 5 auf 202,6 ccm aufgefiillt. 
Alle Proben bis auf 1 steril. 


Versuch L. Hund, verblutet. Leber mit 20°/o Glaspulver. 
Zu den Proben 100 ccm Flissigkeit (Aq. bezw. benzoes. Natr.), ferner 
5 ccm Toluol. Dauer der Autolyse 20 Stunden. Hierbei war aber die 
Temperatur nicht fiir alle Proben gleichmafig, die mit geraden Zahlen 
waren bei hiéherer Temperatur. Ferner blieben von ihnen nur zwei Proben 
steril, waihrend von den anderen mit ungeraden Zahlen alle bis auf 
Probe 1 steril waren. — Nach der Autolyse nach Zusatz von 6.5 cem 
15°/o KH,PO, «<aufgekocbt» usw., wie in Versuch H. 
EEE DLE 


| Benzoes. Natr. —— Lisl. N 


in mg “Auto- Ande- 


| | Benzoes. Natr.| Analysen-|Léslicher N! Ande- 
, | Brel | Bemer- Pro- inmg]| mittel in mg to- | 
~ Lan g | kungen zent- fiir10g} in ccm fiir | lyse 7 
| | gehalt Leber ["/10-Lauge 10 g Leber, ie °/o 
14. 9,12 ‘| sofort ver- loo | ta 3,81 28,2 | 31 5 | — | pon 
15./9,10)J arbeitet ]f'" | | 470 | 34,8f" * | 
(1. 9,00. | | 8,09 | 60,5 29,0] | 
2. 912 00 | — | 803 | 59,4) 
| | | 60,7| 29.2 | — 
11. | 9,00 | 8,28 | 62,0f 
3. | 9,11 | ) | 810 | 59,9) 
ine 0,001 | 0,093 (59.8) 283 |— 31 
4, | 9,07 |] 99 stuna. } | 8,03 59,7 | | 
| 9,18 | 7 lool | 0.93 oe") 64,1) 04 2) 31,7 | +- 8,6 
. I | Oe 2,2 ; 
6.|9,10|] Autolyse pron" 841 | 62,44 
7.\ 9,19 | | 8,68 63,6 
ia lou 93 , \ 63,3 31,8 + 89 
| 






































m | Brei | Bemer- Pro- | in mg] mittel : | 

‘ing| kungen zent- fiir10g} in ccm | fiir | Jyse | rung 

| | gehalt| Leber /1o-Lauge 10 g Leber | 
13. 16,05) sofort ver-[9Qg | — 11,35 46,1 | _ 

arbeitet Z i: edly Ree, Cee 

(1. 16,05 00 | — | 16,7 67,9 | 21,8) 
3. 16,28 0.0001, 0,0089] 16,63 66,5 | 20,4 
5. 15,95 | 20 Stund. [0,001 | 0,089 | 16,48 67,3 | 212); + 
7. 15,99 ( Autolyse [0,01 | 0,89 | 16,92 69,0 | 229) + 
9. 16,01 01 | 89 17.67 | 71,8 | 25,7 |--++ 
11. 15,99 1,0 890 17,21 | 701 | 240 |)+-+ 
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Uber den Einflu8 von Gasen, im besonderen von Sauerstoff 
und Kohlensdure, auf die Autolyse. 


V. Mitteilung. 
Autolyse und Stoffwechel. 
Von 
Ernst Laqueur. 


(Aus den physiologischen Instituten in Kénigsberg i. P. und Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. April 1912.) 


In den vorhergehenden Mitteilungen habe ich die schon 
von den ersten Bearbeitern der Autolyse vertretene Vorstellung 
zu stiitzen gesucht, dab die Autolyse auch wihrend des Lebens 
eine Rolle spielt, und zwar, dafi eine Verringerung der 
Stickstoffausscheidung bei Eingabe gewisser Substanzen 
moglicherweise die Folge einer Hemmung intravitaler au- 
tolytischer Vorgange, eine vermehrte und gegen die 
Norm verinderte Stickstoffausscheidung die Folge einer 
Forderung solcher Vorginge ist. Die Frage, ob solche 
Substanzen unmittelbar auf das autolytische Ferment wirken, 
oder auf Umwegen, habe ich bisher offen gelassen, und ich 
komme am Schluf der Arbeit noch einmal darauf zuriick. 

Bereits in der II. Mitteilung erwéhnte ich, daf im Laufe 
der letzten Jahre unsere Anschauungen auch durch Versuche 
mehrerer anderer Autoren neue Unterlagen erhalten haben, 
indem sich bei der Wirkung einer ganzen Reihe von Stoffen 
(Phosphor [Sax], kolloidale Metalle und Salze [Ascoli und 
seine Schiiler Izar, Preti, Truffi], Toxine [Hess u. Saxl]) ein 
Parallelismus von erhdhter intravitaler Stickstoffausscheidung 
und verstirkter postmortaler Autolyse ergeben hat. 

Es existieren nun bekanntlich eine ganze Reihe von Zu- 
stinden, die &hnlich wie die Vergiftungen mit den genannten 


') Siehe die vorhergehenden Mitteilungen. Das Ergebnis der Ver- 
suche ist im Zentralbl. f. Physiol., Bd. 22, Nr. 23 (1908/09) und Januar 1909 
im Berichte der Physik.-Okon. Gesellschaft, Kénigsberg, Jahrg. 50, mitgeteilt. 
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Substanzen von einem verstarkten Eiweifzerfalle begleitet — 
korrekter: gefolgt — sind. Ich nenne hier nur Asphyxie, Berg- 
krankheit, sehr gesteigerte Muskelarbeit, Animien, Kachexie, 
Coma diabeticum, Eklampsie und dergleichen. Da wir nach 
unserer Anschauung in allen diesen Fillen eine Steigerung der 
Tatigkeit des oder der autolytischen Fermente wihrend des 
Lebens annehmen, so entsteht die Frage, ob sich nicht in 
diesen verschiedenartigen Zustaénden — bei allen Verschieden- 
heiten im einzelnen — ein gemeinsames Moment finden labt, 
das diese Steigerung hervorbringt. Bei den oben erwihnten 
Giften, Phosphor, Arsen, wozu wir noch andere, wie Kohlen- 
oxyd, Chloroform usw., hinzufiigen kénnen, wird schon lange 
angenommen, da sie nicht unmittelbar auf die Zellen wirken, 
sondern mehr oder weniger indirekt durch Schadigung ihrer 
oxydativen Leistungsfihigkeit. Besonders ist diese Auffassung 
von Otto Loewi im von Noordenschen Handbuch vertreten 
worden, und der Lektiire dieser Abschnitte verdanke ich auch 
die Anregung zu den folgenden Untersuchungen. 

Auch bei den genannten pathologischen Zustiinden ist 
mehrmals als gemeinsamer Faktor Sauerstoffmangel mit 
seinen Folgeerscheinungen genannt worden. 

Unter Folgeerscheinungen sind teils die Entstehung 
unvollstandig verbrannter saurer Produkte teils die 
hiervon abhingige Anhaufung von Kohlensdure in den 
Geweben zu verstehen. 

Indessen ist gerade die Vermehrung der Kohlensiéure im 
Gewebe keineswegs immer als Folge von Sauerstoffmangel 
angesehen worden. Man hat hiaufig von Fallen reinen Sauer- 
stoffmangels gesprochen, und zwar, weil man nicht nur keine 
Vermehrung der Kohlensaure im Blut, sondern meist eine Ver- 
minderung erhalten hat. Aber einmal sind die Messungen in 
vielen Fallen nur im arteriellen Blut vorgenommen worden, 
dann aber ist selbst die mehr oder minder direkte Bestimmung 
der Kohlenséure im vendsen Blut nicht ohne weiteres ein Mab- 
stab fiir die Menge der Kohlenséure in den Geweben. 

Da fast bei all den genannten Giften und auch den er- 
wahnten pathologischen Zustéinden die Blutalkalescenz stark 


6* 
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abnimmt, verschiedene Saéuren in verstarktem Grade, Phosphor-, 
Schwefelsiure, ferner anormale, wie Milch- und Oxybuttersaure, 
nachgewiesen sind, so wird das Blut bekanntlich die Kohlen- 
siure nicht in gleicher Menge, zum mindesten nicht mit derselben 
Geschwindigkeit wie in der Norm binden. Dieselbe Menge 
Kohlensiiure hat auch im starker sauren Blute eine hodhere 
Spannung als im schwacher sauren, und da der Austausch der 
Kohlenséure zwischen Gewebe und Blut von der Spannungs- 
differenz abhiangt, so wird also die Menge der Kohlensiure, 
die in Blut von geringerer Alkalescenz tibertritt, kleiner sein, 
als die, welche in normales Blut tibertritt, selbst wenn die ge- 
messene Kohlensiurespannung in beiden Blutarten die gleiche ist. 

Das Wesentliche dieser Vorstellung zusammenfassend 
heift es: auch in den Fallen des sogenannten reinen Sauerstoft- 
mangels kann es trotz des verminderten Kohlensiuregehaltes 
des Blutes in den Geweben neben der Sauerstoffarmut zu einer 
gewissen Anhiiufung der Kohlensaure, also zu einer «Gewebs- 
asphyxie» kommen. Diese liegt auch bei den erwihnten Ver- 
giftungen und Zusténden vor und fihrt wohl zur Steigerung 
der Autolyse und so zu dem gemeinsamen Symptom der ver- 
mehrten Stickstoffausscheidung. 

Ist die Sauerstoffversorgung der Gewebe eine reichliche, 
die Kohlenséureabfuhr eine geniigende, so sind wohl die auto- 
lytischen Vorgiinge im Leben gering, bezw. es wird ihnen durch 
die entgegengesetzt gerichteten Aufbauprozesse das Gleichge- 
wicht gehalten; steigt der Kohlenséuregehalt in den Geweben 
und nimmt der Sauerstoffgehalt ab, so wird die Autolyse grofer, 
der Abbau iiberwiegt den Aufbau; es kommt zum sogenannten 
Eiweifzerfall. — Der machtige Zerfall aller Gewebe, wie er nach 
dem Tode eintritt, die eigentliche Autolyse, sie ist nicht durch 
ein plotzlich neu auftretendes, bis dahin giénzlich verborgenes 
Ferment verursacht, sondern das Ferment war gewif vor- 
handen, nur hat es jetzt durch die mit dem Tode, nach Aufhoéren 
der Zirkulation, veriinderten Bedingungen eine auferordentliche 
Steigerung der Wirksamkeit erfahren. Die wichtigste Ver- 
iinderung scheint mir die im Leben in diesem Grade niemals 
vorkommende Verschiebung regulierender Faktoren: des 
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Sauerstoffs, der Kohlenséiure und der Reaktion. Der 
Sauerstoff nimmt bis auf ein Minimum ab, die Kohlensiure 
nimmt zu, und auch die Menge anderer saurer Produkte wichst. 

Daf die zuletzt genannte Reaktion grofe Bedeutung fiir 
die Autolyse hat, ist nach den Erfahrungen mehrerer friiherer 
Autoren gewif: ihr Umfang wird im Vergleich zu dem, den 
sie bei annahernd neutraler Reaktion (wie z. B. bei der des 
Blutes) hat, durch Saéuren vergréfert, durch Alkalien bis auf 
Null verringert (siehe auch die letzten Versuche dieser Mit- 
teilung). Was die beiden anderen regulierenden Faktoren an- 
langt, so war eine experimentelle Priifung der Vorstellung, 
ob wirklich Sauerstoff und Kohlensaure auf die Autolyse einen 
besonderen Einflufi haben, méglich, und zwar miifbte Sauerstoff 
hemmen, Kohlenséure fordern.') 


Beides hat sich zeigen lassen. 

Die Methode der Untersuchung der Autolyse war die gleiche, wie 
sie in der zweiten Mitteilung beschrieben ist. 

In den ersten Versuchen wurde das Gas dauernd durchgeleitet, bei 
den spéteren nur im Beginn der Versuche. Bei der dauernden Durch- 
leitung wurde meistens ein geringer Uberdruck von 4-6 mm Quecksilber 
aufrecht erhalten, indem die Ableitungsréhren aus den Autolysenflaschen 
unter Quecksilber miindeten. Die dauernde Durchleitung wurde auch 
wahrend der Nacht kontrolliert. 

Die Gase gingen aus der Bombe (nur Stickstoff und Kohlen- 
oxyd wurden mehrmals selbst aus NH,Cl -+- KNO, -- K,Cr,0, bezw. 
aus Oxalsaéure hergestellt) zuerst durch einen Zylinder mit Wasser und 
Toluol, dann durch eine Vorlage mit steriler Watte, in den spiateren Ver- 
suchen auch noch durch einen sterilen Berkefieldfilter. Alle Gefife, Ver- 
bindungsstiicke usw. wurden wieder sorgfaltig sterilisiert. Flaschen, 
bei denen dasselbe Gas hindurchgeleitet wurde, waren hintereinander ge- 
schaltet, vor jeder, wenn nur zwei, vor jeder zweiten, wenn vier Flaschen 
hintereinander standen, befand sich eine Flasche mit Toluol. Da die 
dauernde Durchleitung im Brutschrank Schwierigkeiten machte, geschah 


1) Wahrend der Drucklegung der vorliufigen Mitteilung tiber diese 
Versuche erfuhr ich, daf’ Bellazzi (diese Zeitschrift, Bd. 54, S. 389) 
kurz vorher, von dihnlichen Gesichtspunkten ausgehend wie ich, ebenfalls 
die fordernde Wirkung reiner Kohlensdure bereits gezeigt hat; mit Sauer- 
stoff einwandfreie Resultate zu erzielen, gelang ihm nicht; — kurze Zeit 
spater und unabhingig von diesen Mitteilungen hat auch Salkowskis 
Schiller Yoshimoto (diese Zeitschrift, Bd. 58, S. 341) die Steigerung der 
Autolyse durch reine Kohlenséure nachgewiesen. 
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sie in den spateren Versuchen in einem besonders grofen Wasserbade 
mit konstanter Temperatur von 37°, in dem sich auch alle Vorschalt- 
flaschen befanden, um das Gas vorzuwarmen. 

Wenn Luft zur Durchleitung benutzt wurde, so geschah dies meist 
mittels eines Gasometers, manchmal auch durch die Saugpumpe. Durch 
zwischengeschaltete Flaschen mit Kalilauge wurde fiir ihre Kohlensaure- 
freiheit gesorgt. 

Der Stickstoff wurde, bevor er in die Vorlegeflasche mit Wasser 
und Toluol eintrat, durch alkalische Pyrogallollésung zwecks Absorption 
des Sauerstoffs geleitet. 

Es zeigte sich, dafs trotz dauernder Gasdurchleitung 6fter Faulnis 
eintrat, wenn nicht auch noch besonders geschiittelt wurde. Die Durch- 
mischung des Breies mit dem Toluol durch die Gasblasen allein scheint 
noch nicht zu geniigen. , 

Vor dem Aufkochen wurde jedesmal sorgfaltig die Reaktion auf 
rotes und blaues Lackmuspapier bestimmt und in den Rohprotokollen 
vermerkt. Sie ist hier nur bei einzelnen Versuchen angegeben. — 

Mit Ausnahme der beiden ersten Versuche und des Versuches XIV 
sind simtliche Proben der andern Versuche bakteriologisch 
untersucht. 


Versuch X. Hund, durch Halsschnitt verblutet. Leber von der 
Pfortader mit 0,9°/oiger NaCl-Lésung blutfrei gespilt, auf dem Wiegebrett 
zerhackt, mit Glaspulver (24,7 °/o des Lebergewichts) zerrieben. Zu jeder 
Probe 50 ccm 0,9 °/oige NaCl-Lésung -+- 10 ccm Toluol. Hinter Flasche 3 
und 5 eine Flasche mit 50 ccm 4/4-H,SO, geschaltet. Dauer 48 Stunden 
bei 39° (bis auf 6 Stunden, in denen die Temperatur ca. 30° war). Reaktion 
auf Lackmus keine deutliche Unterschiede; alle Proben amphoter; die 
alkalische Seite schwacher. Mit "/10-Essigsiure schwach angeséuert und 
aufgekocht; mehrmals mit kaltem Wasser dekantiert, filtriert. Filtrat (also 
exkl, Riickstand) auf 500 ccm aufgefiillt. Zur Analyse je 200 ccm. 














| Bre: aie. Analysen- Lésl. N k 
Nr. _ mittel jin mg fiir) Autolyse aderung 
| ing kungen in n/4 com) 10 g Leber in %o 
1. | 39,65 | ofr, | 880 | 258 
2. 4),12 ~- 26,90 77,6 
52,4 -— 
6. | 40,35 — | 27,37 78,8 |f 
Kohlensa 
3. | 40,02 | dauernd | 42,02 | 1220 96,2 | +836 
durchgeleitet 
S ff 
5 jaar) “See 25,06 | 72,6 46,8 | —108 
durchgeleitet 
4. 40),02 verloren | — ii a _— 
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Die Schwefelsaureflaschen hinter Probe 3 und 5 mit "/«-Kalilauge unter 
Congozusatz titriert, zeigten eine Abnahme der Aciditat entsprechend 1,22 
und 0,35 mg N; auf 10 g Leber wire danach 0,4 bezw. 0,1 mg N aus- 
getrieben worden. 


Versuch XII. Hund. Gleiche Behandlung wie in Versuch X. 
16,1°/o Glaspulver. 120 ccm 0,9°%oige NaCl-Liésung +- 10 ccm Toluol. — 
Dauer 22 Stunden. — In der Reaktion keine sicheren Unterschiede. 
Ansaéuerung durch 1°/o KH,PO, und /10-Essigsiure. Zusatz von 25 ccm 
20°/oiger NaCl-Lésung vor dem Kochen. Auf 500 ccm vor dem Filtrieren 
{also inkl. Riickstand) aufgefiillt. 
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Bre} ‘Analysen- Lésl. N And 
I casas Bemerkungen | mittel | in mg fiir | Autolyse Anderung 
in g in "/¢ ccm) 10 g Leber in %o 
1. | 30%) | 7,721) | 225.5 a ins 
2, | a973\¢ Sort | aes 26,0 
2. | 2; verarbeitet : “lo60 wal -_ 
10. | 30,70 8,06 26,0f - ’ 
7. | 29.98 a 19,04 — | 
. | 29,82 — 19,00*) | 63,2; 62,4); 36,4 _ 
9. | 20,10 - 1227 | 613 1 
¢ 45 Kohlensa 
| 80,25||Konlensiure| 27,86 - ™ 4 “a 
4. , 30,16|f durchgeleitet | 30,62 100,2 | 
5 | 313 Sauerstoff 5 
> | 31,21 ngeews 17,05 53,8 | 53.6 | 27.6 949 
6. | 29,93) J durchgeleitet | 16,25 538.5) 7 If ; 


*) Bei Probe 1 Gewicht nicht genau aufgeschrieben; auf 503 ccm 


aufgefillt. 
*) 8 auf 503,5 ccm aufgefillt. 


Versuch XIII. Hund. Gleiche Behandlung wie Versuch XII. 
20,6 °jo Glaspulver. 150 ccm 0,9°/oige NaCl-Lésung -++ 10 ccm Toluol. — 
Dauer 23 Stunden. — Alle Proben amphoter. Die CO,-Proben wohl etwas 
mehr, die O,-Proben etwas weniger sauer als die Kontrollproben. 


Ernst Laqueur, 























| <a Bemer- | Analysen-|  Lésl. N | _ 
Nr. | it mittel | in mg fiir | Autolyse Anderung 
| ing kungen in nj, ccm) 10 g Leber in Jo 
1. | 19,65 |) 4,91 | 26,6) 
_ | sofort : | 27,8 — — 
2. | 21,251 f 5,77 | 28,9f 
| 
11. | 21,08 | —_ 1250 63,0 A 
| 7 E 63,4| > 39,6 _ 
13. | 19,75 | — 11,85 63,9 if 
(3. | 19,75 || Kohlensiure 19,98 107,6 79,8] — 
dauernd 
5. | 21,50 J durchgeleitet | 21,27 | 105,0 77,2 | +417 
¥? | 20,21 ‘| Sauerstoff | 11,06 58,1 30,3] -- 
| 7 dauernd ee 
9, | 22.35) f durchgeleitet 12,14 ') 97,6 | 29,8 — 163 


Die Proben aufer 3 und 7 steril. 
') Probe 9 auf 501,5 ccm aufgefiillt. 


Aus diesen Versuchen X, XII, XIII geht schon das wich- 
tigste Resultat: die starke Foérderung durch Kohlen- 
siure und die Hemmung durch Sauerstoff hervor. 

In diesen wie in dem folgenden Versuche fallt auch 
iiuberlich ein Gegensatz der Kohlenséure — und meist auch der 
Sauerstoffproben — zu den Kontrollproben auf. Und zwar ist 
die Substanz in den Kohlenséureproben gleichmabiger, breiiger, 
als in den Kontrollproben, welche unter Luft standen, wiihrend 
umgekehrt die Sauerstoffproben meist kérniger, fest, weniger 
veriindert als die Luftproben sind. 

Als ein ganz interessanter Nebenbefund ist noch hervor- 
zuheben, dab jedenfalls bei amphoterer bezw. neutraler Reak- 
tion keine nennenswerten Mengen Ammoniak bei der dauernden 
Gasdurchleitung ausgetrieben werden (s. Vers. X); im Gegen- 
satz steht hierzu das Resultat bei alkalischer Reaktion (s. Vers. 
XV, S. 114). 

Es galt nun im einzelnen nachzusehen, ob bei Kohlen- 
siure und Sauerstoff spezifische Einfltisse nachzu- 
weisen sind. 


Die Hemmung durch den Sauerstoff. 


Die stark fo6rdernde Wirkung zugefiihrter Kohlensiure 
la8t daran denken, dafi die Hemmung durch den Sauerstoff 
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auf einem Fortschaffen von Kohlenséure beruht. Denn tat- 
sichlich ist Kohlenséure bei der Autolyse stets vorhanden, 
einmal von vorneherein in den frischen Proben, dann aber vor 
allem entsteht sie wahrend des Prozesses (Magnus-Levy,') 
Lindemann.?)) 

Die Austreibung der wahrend der Autolyse entstehenden 
Kohlenséure spielt wohl eine gewisse Rolle, denn auch die 
Durchleitung von Stickstoff, einem gewif indifferenten Gase, 
fiihrt zu einer Hemmung der Autolyse. 


Versuch XXII. Hund verblutet. Leber blutfrei gespilt. Nach 
dem Zerhacken mit gleichem Volumen Kieselgur und mit 10 cem Toluol 
gemischt; unter 300 Atmosphiren ausgeprefit. Zu jeder Probe, da zu 
wenig Saft erhalten worden, aufer 2,5 ccm Prefisaft 12 g des Prefriick- 
standes gesetzt; ferner 50 ccm 0,9°/oige NaCl-Lésung und 5 cem Toluol. — 
Dauer 18 Stunden. — Die Proben, durch welche CO, und O, geleitet 
war, blieben nicht steril, die mit O,-Durchleitung sind aber doch ange- 
fiihrt, weil sie untereinander so gut iibereinstimmen, dafs die Bakterien- 
wirkungen wohl gering zu veranschlagen sind. 
es 

| Analysen-, Lésl. N | 











Nr. Inhalt Bemerkungen mittel jin mg fiir, Autolyse Anderung 
| in "/s cem 10g Leber —? 
“er | | | | i 
2,5 Saft + 12 sofort , , | 
1” Ricketand . vermebedtet | 6,77 | 26,7 | | en 
2| do — | 11,99 | 998) 
a Plog al on7 _ 
13.) > — | 11,67 | 97,0) if 
3. » || Stickstorf| 11,09 | 92,3 | 656 | — 8B 
[4.| > J durchgeleitet 11,68 | 97,1 70,4] an 
9. |) Sauerstoff g | 856 
9 ° Le dauernd — heoa 58,5 | — 184] 
(41. > | durchgeleitet 10,18 848f ° J | 





Die Proben aufer 4, 9, 11 steril. 


(S. auch weiter unten Proben 3/4 in Versuchen XVI und XVIII, 
S. 116 u. 106). (Die becbachtete Hemmung in Versuch XVIII, bei dem aus 
Mangel an Stickstoff nur wahrend der ersten 8 Stunden der Autolyse Stick- 
stoff, wahrend der letzten 14 Stunden aber Luft durchgeleitet wurde, wire 
kleiner, wenn nur reiner Stickstoff angewandt worden wire, denn Luft 


') A. Magnus-Levy, Hofmeisters Beitriige, Bd. 2, S. 261 (1902). 
*) Lindemann, Zeitschr. f. Biolog., Bd. 55, S. 37 (1911). 
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macht mit Ausnahme des Versuches XVI stets eine gréBere Hemmung, 
s. weiter unten.) 


Es ergibt sich aus den Versuchen XVI, XVIII und XXII bei 
dauernder Durchleitung von Stickstoff eine Hemmung von durch- 
schnittlich 11,6°/o, aus 6 Versuchen mit dauernder Durchleitung 
mit Sauerstoff eine durchschnittliche Hemmung von 14,8 °/o. 

(S. in den bereits angefiihrten Versuchen X, XI, XIII, Probe 5 bezw. 
5/6 und 9; ferner im weiter unten stehenden Versuche XV, sowohl Probe 9, 
wie Probe 12 und endlich im Versuch XXIV, Probe 5/6.) 

Schon diese etwas gréfere Hemmung durch Sauerstoff als 
durch Stickstoff laBt an einen spezifischen EinfluB des Sauer- 
stoffs denken, wenn auch freilich die Differenz zu einem end- 
giiltigen Urteil nicht ausreicht. 

Deutlicher tritt der Unterschied hervor, wenn wir die 
dauernde Durchleitung tiberhaupt vermeiden. Es ist dann nicht 
nur die eine Komplikation beseitigt: das Fortschaffen der sich ent- 
wickelnden Kohlensiéure, sondern auch noch ein anderes storen- 
des Moment, das zu Téuschungen Anlafi gibt: die Hemmung 
bei dem dauernden Schiitteln durch die Gasblasen. 

Schon in meiner Arbeit tiber den EinfluB des Chinins auf 
die Fermente') habe ich darauf hingewiesen, dab das Schiitteln 
besonders in Gegenwart eines Antiseptikums eine Schadigung 
des autolytischen Ferments mit sich bringt, wie es auch schon 
Grober?) vorher bei Pepsin beobachtet hat, und wie seitdem 
in mehreren Fallen bestitigt wurde, so daf man ja von einer 
‘Schiittelinaktivierung» spricht.*) Auch in dieser Arbeit zeigt ein 
folgender Versuch (Probe 9/10 gegen 1/2 in Vers. LXIXb auf 
S. 102) die Hemmung der Autolyse durch wiederholtes Schiitteln. 

Die dauernde Durchleitung der Gase und damit das 
dauernde, wenn auch geringe Schiitteln laBt sich leicht ent- 
behren; es geniigt, um den Einflu8B der Gase zu zeigen, wenn 
man nur im Anfang des Versuches das Gas durchleitet, und 
dann die autolysierenden Proben in dieser Atmosphire stehen 


') E. Laqueur, Arch. f. experim. Pharmakol. u. Pathol., Bd. 55, 
S. 240 (1906). 
*) Grober, Pfliigers Arch., Bd. 104, S. 111. 
*) S. dazu auch E. Abderhalden u. M. Guggenheim, Diese 
Zeitschr., Bd. 54, S. 352 (1908); Signe u. Sigval Schmidt-Nielsen, 
ibid., Bd. 60, S. 426 (1909). 
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laBt. In dieser Weise ist auch Yoshimoto‘) vorgegangen. Kin 


gutes Beispiel hierfiir ist Versuch XXIV, XXV. 

Versuch XXIV. Zwei Katzen, durch Kehlschnitt verblutet 
Leber blutfrei gespiilt. Nach dem Zerhacken gut gemischt und mit 24,9° o 
Glaspulver verrieben. 85 ccm 0,9°/oige NaCl-Lésung-+ 10 ccm Toluol +- 1cem 
10°%o Na salicylic. Dauer 19's Stunden. Aufkochen usw. wie in Ver- 
such XII (S. 87). Auferlich unterscheiden sich die CO,-Proben durch 
ihre gréfere Breiigkeit; die N,-Proben stehen ihnen hierin am wenigsten, 
die O,-Proben am meisten nach. 





‘Analysen- Lisl. N 


























| | 
‘ei | B “4 te » oe 
Nr. | Brei | en I mittel | in mg fiir Autolyse ander 
in g | kungen e n/s ccm 10 g Leber | | in %o 
17. 14,891) sofort 3,72 = om 4 | 
18. 11,54 J verarbeitet — 2,85 | 28 28 of” | | 
15. 14.85 vergossen -- | — | — | _ 
16. 14,85 in ‘/41Flaschen| 7,86 | 58,3 | | 
13. 14,84 as 7,50 | 55,7 755,7 | 28,0 | si 
14. | 1496) 0 | 720 | wo) _ | 
Stickstoff | 
1.  15,03') dauernd | 744 | 54,5) | | 
| ; 5dD.1 | 7 I sapere 
2. 14,14) J durehgeleitet | 7,66 | 56,7 el Tee Cities 
| 
7. 14,84) \ 3/4 Stunden 7,41 55,0) .. Be at te 
8. 14,94 ‘J durehgeleitet 7,02 55,5 ws | “7 | ae 
Sauerstoff | | 
5. | 15,00/) — dauernd 7,25 53,0) 
‘ 2. ied 
6. 15,01 |fdurchgeleitet} g92 | 50,7) | 74 7 
11. 15,04 \ 3/4 Stunden 6,78 49,6) .. f 
12. 14.85 j durchgeleitet 7.52 56,0 f 52,8 25,1 — 104 
K ohlensaure | 
3, , 15,00) \ dauernd 13,39 98, 2) Dares a 
4. | 14,98) Jdurehgelite anima’ | |e 
| 
9, 15,08 ) 3/4 Stunden 13,35 97,9 
, 98,3 | 70,6 52 
10.  14,94/fdurchgeleitet} 1339 | 98 i 8, | si ad + 15 








Alle Proben steril. 
Die Proben sind in Flaschen von */41 Inhalt gefiillt auber Probe 
15 und 16, welche in kleineren, nur ca. '/¢ 1 fassenden Flaschen ent- 
halten sind. 





"3. ¢, 








(). 
Y2 Ernst Laqueur, 


Versuch XXV. Schwein. Leber sofort nach der Entnahme in 
Chloroformwasser; ca. 3 Stunden nach dem Tode zerhackt. 25° 0 Glas- 
pulver. 100 ccm 0,9°%/oige NaCl-Lésung -+- 10 ccm Toluol + 1 ccm 10 °%/oige 
Na salicylic,-Lésung. — Dauer 42 Stunden. — Weitere Verarbeitung 
wie bei Versuch XII, nur wurden die Proben vor dem Filtrieren nicht 
auf 500 ccm, sondern auf 250 ccm aufgefiillt, und dementsprechend nur 
je 100 ccm zu den Analysen genommen. 

— a , 
| ‘Analysen- Lisl. N | | 

















Nr. | Brel | Bemerkungen |_ mittel | in mg fiir , Autolyse | Saaoeeng 
ing | in "4 cem/ 10 g Leber| | in %o 
11. | 20,00/) sofort | 6,24 | 33,8 ) a | 
12. | 20,12/f verarbeitet | 691 | 37,2 J is ine 
: | 
[7. | 20,03 | —_ | 12,43 | 70,2 | 347) | — 
8. | 19,98. a | 12.57 | 68,0 & 2 
I. | 19,88)) Stickstoff | 12,42 | 67,6 ) | 
| '/, Stunde | ~ | 6 67,9} 324 | —03 
2. | 20,00 J durchgeleitet | 12,60 | 68,2 J | 
20,00) Sauerstoff | 12.32 66,6 | 
. I, Stunde | : 64,8 29,3 —97 


19,92 , durchgeleitet 11,62 | 63,1 J | 
20,00) Kohlenoxyd 12,60 | 68,4 32,9) | = 
° = 1/, Stunde | 

6. | 20,06 | | durchgeleitet | Verloren | — a _ 


Die Proben, aufer 7 und 5 steril. 





Aus Versuchen, in denen nur voriibergehend, meist !/4 
bis !/2 Stunde im Anfang, das Gas durchgeleitet wird, ergibt 
sich, daB die Autolyse durch Sauerstoff eine durchschnittliche 
Hemmung von 8,1°/o (7 Versuche) erfahrt, durch Stickstoff 
dagegen eine geringe Férderung von 4,5°/o (3 Versuche). 

Sauerstoffversuche auBer den unmittelbar vorhergehenden Ver- 
suchen XXIV, XXV, Proben 1/2 in Vers. XXVII, S. 100, Proben 2/7/11 in 
Vers. XXVIII, S. 97; Proben 3/7 in Vers. XXIX, S. 98; Proben 3/4 in Vers. 
LXXIS. 104; Proben 3/4 verglichen mit Proben 13/14 in Vers. LXb, 5. 109; 
Stickstoffversuche, auBer den unmittelbar vorhergehenden Versuchen 
XXIV. XXVI, Proben 6/8 in Vers. LXXI, S. 104). 

Die Férderung von Stickstoff ist verstandlich, da ja der 
Stickstoff im Vergleich zur Luft nicht ganz indifferent sein kann, 
indem in den Stickstoffproben der hemmende Einflufi des in 
der Luft enthaltenen Sauerstoffs wegfallt (nur ein einziges 
Resultat, Probe 1/2 in Vers. XVI pat nicht zu dieser Deutung, 
denn hier zeigt dauernde Stickstoffdurchleitung eine stirkere 
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Hemmung als dauernde Luftdurchleitung; ein Resultat, das 
moéglicherweise in einer verschieden starken Gasdurchleitung 
und der damit verbundenen verschieden starken Schiidigung 
des Ferments eine Erklirung findet. 

In mehreren Versuchen ist auch Luft zur dauernden bezw. 
anfiinglichen Durchleitung benutzt worden. Hierbei ergab sich 
mit Ausnahme eines Versuches (Probe 6 in Vers. XXVII, S. 100), 
Hemmung gegeniiber den Kontrollproben. Diese Hemmung liegt, 
wie man aus dem Vorangegangenen schliefen kann, an der 
Entfernung der Kohlensaéure, wozu bei dauernder Durchleitung 
auch die Schadigung durch das Schiitteln noch hinzukommt. 

(Proben 1/2 in Vers. XVI, S. 116, Proben 3/4 in Vers. XIX, S. 108, 
Proben 1/20 in Vers. LXb, 8. 109.) 

Hier mag auch noch ein Versuch angefiihrt werden, der die 
Hemmung des Sauerstoffs im Vergleich zum Wasser- 


stoff zeigt. 


Versuch LXIV. Hund verblutet. Leber durch Fleischmaschine, 
mit 19°;o Glaspulver zerrieben. Zu jeder Probe 100 ccm Aq. -+- 5 ccm 
Toluol. Die H,-Proben werden nach der Durchleitung noch besonders 
gedichtet. — Dauer 19 Stunden. — Nach Zusatz von 4 ccm 15°%/o 
KH,PO,-Lésung 5 Min. im kochenden Wasserbad, auf 200 ccm aufgefiillt. 
Vom Filtrat je 50 ccm zur Analyse. (Eine ganze Reihe Proben mit ver- 
schiedenem Zusatz von FeSO, mit und ohne O,-Durchleitung sind hier 
nicht aufgefiihrt, weil zum grofen Teil unsteril.) 


























Bre; Analysenmittel Losl. N 

Nr, — Bemerkungen in ccm einer |in mg fiir} Autolyse 

| in g 0,1035-n-Lauge 10 g Leber 

| 
19. | 7,63 3,54 32.5 

| i sofort verarbeitet + | mn \a39 — 
20. | 7,50 |J | 3,75 =| 3850J "| | 
(1. | 7,88 - 7,67) | 73,5 39,8] 
(2. | 7,52 — 8,12 | 75,5 41,8] 
[3. | 7,69 || Wasserstoff | 7,97 | 72,5 38,8] 
4, | 7,52 |f'/e Std. durchgeleitet 8,271) | 78,0 4143 
6. | 7,42 |f'/« Std. durchgeleitet; 649 | 61,3 | 27.6 


Nur Probe 4 und 6 steril. 


1) 1 auf 201 ccm, 4 auf 202,3 ccm aufgefiillt. 
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Die Mehrzah! der Proben in diesem Versuch sind nicht 
steril geblieben, indessen ist aus den beiden sterilen Proben 
der grofe Unterschied der Autolyse zwischen der Probe unter 
Wasserstoff und Sauerstoff gut zu erkennen. 

Erwihnenswert ist hier auch endlich die Wirkung des 
Kohlenoxyds. Es scheint die Autolyse unbedeutend zu fordern, 
und das wohl darum, weil es nur als indifferentes Gas wirkt, 
nimlich die Luft und damit Sauerstoff und dessen hemmenden 
KinfluB entfernt, und so zur Forderung gegentiber den Luft- 


proben fihrt. 
(Probe 10 in Vers. XXVII, S. 100.) — Ein anderer Versuch mit Kohlen- 


oxyd (Probe 5 in dem schon wiedergegebenen Vers. XXV, S. 92) ist nicht 
steril geblieben und darum nicht verwertbar. 
Das Wesentliche der bisherigen Versuche ist also, dab 


die durch Sauerstoff bewirkte Hemmung auf einem 
spezifischen EinfluB des Sauerstoffs beruht. 

Nach den im Eingang erorterten Vorstellungen war eigent- 
lich zu erwarten, daB die Hemmung durch Sauerstoff eine 
noch grdBere sein wiirde: sollte doch die Tatigkeit des auto- 
lytischen Fermentes wiahrend des Lebens gerade durch die 
reiche Blutzirkulation, im besondern durch die gute Sauerstoffver- 
sorgung der Gewebe gering, bezw. fiir uns iiberhaupt nicht be- 
merkbar sein, weil sie durch die ihr entgegengesetzte Wirkung 
der Aufbauprozesse paralysiert wiirde. 

Nun ist aber unsere bisherige Versuchsanordnung weit 
davon entfernt, eine so ideale Sauerstoffversorgung, ja tiber- 
haupt eine solche Durchliiftung herbeizufiihren, wie sie wahrend 
des Lebens vorhanden ist. Diese ist ja so vollkommen, weil 
einmal einer jeden Zelle dauernd frischer Sauerstoff zugeht, 
weil ferner die entstandene Kohlenséure neben anderen, etwa 
die Autolyse fordernden, Abbauprodukten herausgeschafft wird, 
und weil endlich Sauerstoffiibertrager immer neu herangebracht 
werden. Was diese letzteren anlangt, so fallt natiirlich ihr Er- 
satz bei der postmortalen Autolyse fort, aber auch die Tatig- 
keit von vornherein vorhandener Oxydasen wird bei der anti- 
septischen Autolyse durch die Desinficienzien stark herabgesetzt 


bezw. sogar aufgehoben. 
Es sei hier auch erwéhnt, daf ich Herrn Briinecke Ver- 
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suche habe anstellen lassen, wobeiin Gegenwart von Sauerstoff 
ein anorganischer Sauerstoffibertrager in Form von Ferrosalz 
in verschiedener Konzentration zu den autolysierenden Proben 
zugesetzt wurde. Aus Mangel an sterilen Proben ist aber bisher 
kein Urteil tiber die Wirkung dieser Substanz zu erlangen ge- 
wesen, und déuBere Verhaltnisse machten eine Fortsetzung und 
Ausdehnung der Versuche auf andere, etwa geeignetere Kataly- 
satoren, wie Mangansalze, Kombination mit Peroxyden und der- 
gleichen zurzeit unmodglich. — 

Was die beiden anderen Punkte anlangt, die Menge des 
zugefiihrten Sauerstoffs und die Wegschaffung der Kohlensaure, 
so leistet die natiirliche Zirkulation eine viel bessere Durch- 
liiftung bezw. Sauerstoffversorgung als die bisherige Versuchs- 
anordnung, denn selbst bei der dauernden Durchleitung von 
Gas durch die dickbreiige, aus kolloidalen Bréckchen be- 
stehende Masse ist nicht zu erwarten, dai jedes Teilchen 
stiindig mit Sauerstoff geniigend versorgt, und die entstandene 
Kohlensiiure sofort weggefihrt wird. (Daf die Mischung wirk- 
lich eine recht unvollkommene ist, zeigt ja das oben erwahnte 
Oftere Eintreten von Fiulnis in Proben mit Gasdurchleitung, 
wenn nicht noch besonders mehrmals stark geschiittelt wird.) 

Es war nun aber mdoglich, den einen Mangel, was die 
Menge des zur Verfiigung stehenden Sauerstoffes betrifft, da- 
durch zu verbessern, dafi wir den Sauerstoff in erhéhter Kon- 
zentration darboten, mit anderen Worten, Sauerstoff unter Druck 
benutzten. Hiermit konnte weiterhin, wenn auch nicht die Be- 
seitigung, so doch die Verringerung des zuerst erwahnten 
Mangels kombiniert werden: es sollten némlich die von vorn- 
herein im Gewebe vorhandenen Sauerstoffiibertriger durch 
keine Desinfizientien geschadigt werden, mit andern Worten, 
die Autolyse sollte aseptisch verlaufen. 

Ich lieB mir darum einen besonderen Apparat’) herstellen, 
der gestattete, mehrere Proben auf einmal, sofort unter den 
Druck eines Gases bis zu 15 Atm. zu bringen. Die genauere 





‘) Der Apparat wurde im Juni 1909 in der Physikal.-Okonom. Ge- 
sellschaft in Kénigsberg demonstriert und die damit angestellten Autolyse- 
versuche vorgetragen (s. Ber. dieser Gesellschaft, Jahrg. 50). 
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Beschreibung des Apparates ist in der Zeitschrift fiir biolo- 
gische Technik mitgeteilt — er besteht aus einem Kessel mit 
Glasfenstern (die fiir unsere Versuche garnicht nétig sind); ein 
aufschraubbarer Deckel tragt Stutzen fiir die Zu- und Ablei- 
tungen des Gases und ferner ein Manometer. — Die Methode 
der aseptischen Versuche war im wesentlichen die gleiche, 
wie sie Conradi’) angegeben hat. 

Die aseptisch entnommene Leber wurde fiir einen Augenblick in 
kochendes Wasser gelegt, dann in steriles Wasser tibertragen, darin Stiicke 
mit der Schere abgetrennt, die Stiicke nochmals fiir wenige Sekunden in 
kochendem Wasser gehalten und dann sofort in sterile, mit Watte ver- 
schliefbare grofhe Reagenzgliser gebracht. — Einige Male wurde eine 
weitergehende Zerkleinerung der Leber mittels einer kleinen, steril vor- 
bereiteten Fleischmaschine versucht. Die Proben blieben aber nicht steril. 
Die Versuche sind hier nicht aufgefiihrt, weil — durch die verschieden 
starke Faiulnis — zwischen Proben gleicher Art Unterschiede von 60 °%/o 
vorkamen. Der komprimierte Sauerstoff hat aber keinen besonders hem- 
menden Einfluf auf die Bakterienentwicklung, kenntlich an der Bildung 
lislichen Stickstoffs; jedenfalls fanden sich unter den fauligen O,-Druck- 
proben solche, die dasselbe Maximum von léslichem Stickstoff aufwiesen, 
wie gew6hnliche, unter Luft, faulende Proben. 

Wie die Versuche XXVIII und XXIX zeigen, ist, der Er- 
wartung entsprechend, die Hemmung des Sauerstoffs unter Druck 
bei der aseptischen Autolyse eine sehr bedeutende. Sie betriagt 
bis 50°/o. Schon auferlich haben die O,-Druckproben ein ganz 
anderes Ansehen: sie sehen ziemlich unverandert aus, haben 
noch die urspriingliche Farbe, scharfe Rander, fast unver- 
iinderte Konsistenz; es ist wenig Saft ausgetreten und kein 


Detritus gebildet. 


Versuch XXVIII. Katze, verblutet. Leber aseptisch ent- 
nommen, Stiicke in sterile grofe Reagenzgliser mit Wattestopfen. Je 
3 bezw. 4 Glaser kommen in den Druckapparat bezw. in grofe Stand- 
gliser. Das eine Standglas wurde sogleich luftdicht geschlossen, das 
andere erst, nachdem O, eine Zeitlang durchgeleitet war. Die Stand- 
gliser enthielten ebenso wie der Druckapparat etwas Wasser, um Ver- 
dunstung aus den Reagenzglisern zu vermeiden. Alle 3 Gefaiffe kommen 
in ein Wasserbad von 36—39°. Dauer 18'/: Stunden. — Die Substanz 
wird in einer kleinen Reibschale mit Glaspulver verrieben, mit 15 ccm 
20 °/oiger NaCl-Lésung und 60 cem Ag. (inkl. des Waschwassers fiir das zu- 


') Conradi, Hofmeisters Beitrige, Bd. 1, S. 145 (1901). 
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gehérige Reagenzglas) in Tiegel gespiilt, dann wird die Reaktion bestimmt, 
mit 2°/o KH,PO, schwach angesduert und gekocht. Auf 250 ccm auf- 
gefiillt; vom Filtrat je 100 ccm zur Analyse. — Das Gewicht der Substanz 
wird als Differenz des leeren und des mit der Substanz gefillten Reagenz- 


glases ermittelt. 


————————————————— SE 
) | | | 




















| 
| Analysen-|y ; a; ‘ 
Be r- N fiir ‘une 
Nr. Leber | emer | mittel | in mg [ur | full 'Anderung 
| in g | kungen in ni cem| 10 g Leber | | etry 
, | | 29 75 | 
13. 2,51 |; sofort | 0,93 32,15 J 
[14. | 4,58 J 1,46 > 27,0]1) na 
[1. | 3,78 6,78 > 155,1 *) | > 124,1] ws 
6. | 6,D4 | | 10,35 | 135,0 
‘7 unter Luft | oa 
8. 5,18 | 9,84 | 154,8 71465) 115,5 _ 
12. | 4,44 |) | 7,68 | 149.8 j 
2. | 3,84 | | 685 | 153,5 | 
unter | 
7. | 2,97 | 4,60%) | 135,1 $1323) 1013 | — 123 
| Sauerstoff. 
11. | 3,36. | 4,16%) | 108,3 
3. 4,98 ) | 571 | 99,4 
. | unter | 7 | | 
d. 4,09 | Sauerstoff, 4,07 85,6 ) 86,6 55,6 | — 519 
9. 5,36 | f von 11,5 Atm.) 46g | 749 { | | 





Alle Proben bis auf 1 steril. 


') Bei 14 viel Bindegewebe und Fett, aufferdem etwas verloren. 
*) Bei 1 etwas verloren. 

3) 7 auf 251,8, 11 auf 253 ccm aufgefiillt. 

Versuch XXIX siehe auf der folgenden Seite. 


Durch zwei Kontrollversuche sollte entschieden werden, 
ob der Druck als solcher eine schiadigende Wirkung auf das 
Ferment hat. Es wurden daher aseptisch entnommene Proben 
in den Druckapparat unter ein indifferentes Gas, némlich unter 
Stickstoff von ca. 12 Atm., gebracht. Da keine von diesen 
Proben steril blieben, lassen sich keine sicheren Resultate er- 
kennen. In den Druckproben findet sich etwas weniger lis- 
licher Stickstoff, indessen kann dies ebensogut in einer geringen 
Hemmung der Bakterienentwicklung, wie an einer Hemmung 
der Autolyse liegen. (Siehe Versuch XXXIII u. XXXIV auf S. 99). 


a 
‘ 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIX. 











Versuch XXIX. Katze verblutet. Aseptisch. Gleiche Behandlung wie in Versuch XXVIII. Dauer 44 Stunden 
(41 Stunden bei 37°, 3 Stunden bei 0°; 18 Stunden nach Beginn der Autolyse sprangen 2 Scheiben im Druckapparat ; 
wihrend neue eingesetzt wurden, kamen alle Proben in Eis). 



































ee NINN 
Analysen-| N in mg Ande- | 
Leber . Auto- 
Nr. Bemerkungen | mittel fir 10 g ' rung | Verhalten nach der Autolyse. 
‘ se 
in g jin n/g com Leber Y in Jo 
15.| 6,26 | 274 | 378 
| i sofort | | \ 39,5) — | — 
16.) 1,00 |J 0,96") | 41,8 J 
~ — ‘ Substanz miirbe, etwas zerfallen, wenig Saft. Kein besonderer 
- 1. 3,32 5,75 149,8 ims; — Geruch. Schwach sauer bis amphoter. 
= - » . ee Wie 1. 
5, 139,7 100.2) 
4 - 4,53 > unter Luft 7,96 : 
oa enthialt 
= [9. | die ganze ~~ — - = 
n Gallenblase 
r=} : » Fest: mit scharfen Randern, nicht zerfallen. Kein Geruch. 
pe (2. 425 | unter 4.60 92,9 =e = Amphoter. 
} lope . 
| ‘| Sauerstoff = | : 2 77 Ziemlich fest. Viel Saft und Detritus. Deutlicher Geruch, faulig(?) 
[6. | 11,81 | von | 15,17 | 106.9 67.4) >= | Amphoter aber viel starker nach der sauren Seite. 
10. 6.33 | 9,2—11 Atm. | 793 | 104.3 64,8 i“ 41,2 Ahnlich wie 2; vielleicht etwas mehr verandert. 
3 | 6.81 | 11.80 | 147 8) | Mirbe; starker verandert als 1. Geruch aromatisch. Schwach 
° ’ ’ ? ” ie 9 sauer, 
a ‘{ountr | 7 |’ Fasoaa07/+ O48, __— : 
7. | 7.04 |¢ Sauerstoff| 12,638 | 152,7 | Ahnlich wie 3; etwas weniger veriindert. Geruch stark aromatisch. 
(11. | 6,07 | | 10,88 | 153,0 113.5] — | Wenig Saft, aber Detritus. Geruch etwas faulig. 
Die Proben bis auf 5, 9, 2, 6, 11 steril. 
= ‘) Bei 16 nur eine Analyse und zwar mit 200 ccm des Filtrats. 
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4 Versuch XXXIII Katze, verblutet. Aseptisch. Gleiche Be- 
4 handlung wie bei Versuch XXVIII. Dauer 23 Stunden bei 38—39,5°. 
3 — Der Riickstand wird auf 150 ccm aufgefiillt und zur Analyse zweimal 
a je 50 cem des Filtrats benutzt. 

4 Analysen- Lisl. N in mg f 

= . Bemer- ; 

— Nr. | samen ’ mittel fir 10 g | Autolyse Anderung 
’ | in g | kungen jin n/¢ ccm) —_— Leber in %o 
a 12. | 7,48 |f Vverarbeitet 2.30 32,4f °°" 

a 11. | 5,30 7,98 158,0 

z 4, | 4,46 |) unter Luft 6,25 | 147,2$155,8|  123,0 ~ 

| 6. | 3,83 | 5,92 | 162,1 

4 | FOR | P 

4 1. | 5,95 | on 8,49 149,8 

9 3. 6,89 |} Stickstoff 9,82 149,9 $145.7; 112,9 — 8,2 
3 | 

' 5. | 10,68 J vou: 32 Atm.) seop | send 

} In allen Impfproben Bakterien, darunter anaerobe, Gasbildner. 

a 


Versuch XXXIV. Katze, entblutet. Aseptisch. Gleiche Be- 











: handlung wie Versuch XXXII]. Dauer 23 Stunden bei 38—40°. 
; | 'Analysen-|Lésl. N in mg " 
: | Bemer- | , 
: Nr, | Leber | mittel | far 10 g | Autolyse | Anderung 
a | in g kungen in n/g com Leber in %o 
* | , 
- 
1. | 3,81 sofor 30, 
; | 4 | sofort 1,12 30,8 | 318 oe my 
: 6. | 4,55 } verarbeitet 1,42 32.8 | 
ot me | stinkt faulig — — 
>. | 5,10 . 9,82 202,2 
a | a : | unter Luft Boot \o04.9 173,1 on 
9. | 2,75 — 549 | 208,0J 
| g.| — stinkt faulig | — -~ 
> 10.| 3,94 | tite | 7,50 | 200,0) 
Oe ee 192,6} 160.8 | —7,1 
4. 6,55 wr | 26 | oe 














Alle Proben riechen, 5 und 8 so stark, daf\ keine Bestimmung damit 
ausgefiihrt wurde. In allen Impfproben Bakterien. 


Die aseptischen Versuche mit Stickstoff wurden nicht 
weiter verfolgt, da sich die Gleichgiiltigkeit des Druckes 
bei diesem indifferenten Gas fiir die antiseptische Autolyse 
hat zeigen lassen, also wir wohl annehmen diirfen, daB der 


7* 








100 Ernst Laqueur, 


Druck als solcher auch bei der aseptischen Autolyse keine Be- 
deutung hat. 

Bei den antiseptischen Druckversuchen war zunichst 
auffallend, dal sich tiberhaupt kein EinfluB des Sauerstoffs er- 
kennen lief, nicht einmal der, den er bei gewOhnlichem Druck 


austuibte. 


Versuch XXVII. Hund verblutet. 23,5°/o Glaspulver. Die Proben 
in 5/4 1-Flaschen aufer 3 und 4, die in weite Reagenzglaser, wie bei Ver- 
such XXVIII, kommen; zu jeder Probe 50 ccm 0,9°/oige NaCl-Lésung und 
9 ccm Toluol, -+- 0,6 cem 10°/o salicyls. Na-Lésung. Dauer 19'/2 Stunden. 
— Weitere Verarbeitung, wie bei Versuch XXV (5. 92). 








| Analysen- Lésl. N 

















Nr. Brel | Bemerkungen mittel jin mg fiir, Autolyse | Anderung 
in g | in n/4 cem 10 ¢ Leber | in %s 
| | | | | 
11. | 11,00 ) sofort 2,75 27,3) 4 7 _ | _ 
12. | 11,25 J verarbeitet | 2671) ja7,1f | 
7. | 11,15 | _ | 5,92 58,0) . | 
Pe |. _ + 97,2} 30,0 — 

8. | 11,07 | _ | 5,72 (56,5) | 
- | | pa ie Q9 « 
[. | 11,20 | Luft te Stunde | 6,07 59,4 | $2,2] — 
6. | 11,20 f durchgeleitet 5,91 57,6 | 30,4 + 
1.| 11,00.) Sauerstoff | 541 (33,8 | 

| 1/,—1/, Stunde | seni = | 53,4 26,2 — 12,7 
2./ 11,00 J durchgeleitet | 5,35 (|53,1f 
3. | 11,00 unter | verloren | — — — 

| \ Sauerstoff | ae = | 
4. | 11,10 { yon 12 Atm. | 5:78 57,0 29,8 — 07 
(9. | 1111), Kohlenoxyd 659 64.6 37,4] ie 

ig vt" | 

¢ (aber nur 2—5 Min.) nar izo 91 <¢ 
10. 11,20 i starkerem Strom) 9,99 58,4 31,2 i 4.0 


Die Proben aufer 5 und 9 steril. 


') 12 auf 510 ccm aufgefiillt, je 200 ccm zur Analyse. 


Versuch XXXb. Kaninchen verblutet. 25°/o Glas. Der Brei 
wird in weite Reagenzgliaser gefiillt, und diese in den Druckapparat bezw. 
ein Standglas gestellt (s. Versuch XXVIII, S. 97), zu jeder Probe 50 ccm mit 
Chloroform gesattigte 1°/oige NaCl-Lésung +- 2 ccm Chloroform -;- 5 ccm 
Toluol. — Dauer 22 Stunden. — Sonst wie der vorhergehende Ver- 
such XXVII). 
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ee 
| | 
Analysen-| Lésl. N Auto- 





Nr. Bre Bemerkungen | mittel in mg fir | Anderung 
in g in 1% ccm 10 g Leber lyse in %% 
| 
7. 10,10; | 2,74 30,4 
) | sofort verarbeitet | ‘ >| 30,6. — _- 
15. 9,05 J 2,47 30,7) 
1. 10,13 418 46, 
| unter Luft | | 45,8 15,2 —- 
5. 9,92! J | 3,98 45,2] 
oe 
2 10,03 | unter Sauerstoff 44 46.4 (15,8 -t 3.9 
(6. 10,42), von WW Atm |= 444 |448 14,2] _ 
| | | 
re 10,00 | Die Lisung 3.94 44,4 
| Sunter Luftlist 0,01¢/, an | 43,2°12.6 | (— 17,2)! 
tH. 10,00 J Naiiacd,| 3,74 (42,1 it Py. eee 
Auf 10 g | 
4.| 9,97 Leber | 3,76 (42,5 
ee, | ae lise 12.6 +0,0 —(20,2)") 


8. 9,93! fvon11 Atm. 0,386 mg As| 3,87 /44,0J 
') Der in Klammer gesetzte Wert der sihsiiiiiien Anderung gibt 
die Anderung durch den As-Zusatz an. 


Dieser Versuch ergibt noch als Nebenbefund, dafi grofie Dosen von 
Arsen (s. d. II. Mitteilung) auch dann eine starke Hemmung hervorrufen, 
wenn die Proben gleichzeitig unter komprimiertem Sauerstoff standen; 
dies Resultat war zu erwarten, wenn unsere obige Annahme richtig war, 
daf’ sehr groffe Dosen Arsen das Ferment direkt vergiften, nicht nur die 
Bedingungen zu seiner Wirksamkeit verandern. 

Wie 1aft sich aber das auffallende Ergebnis verstehen, 
dai bei diesen antiseptischen Autolyseversuchen der kompri- 
mierte Sauerstoff ganz wirkungslos ist? 

Ich erwéhnte schon oben, daf bei den antiseptischen 
Versuchen gewifh eine Schidigung der die Sauerstoff vermit- 
telnden Faktoren vorliegt. In den eben angefiihrten Versuchen 
war Toluol, bezw. Toluol -- Chloroform, als Antiseptikum ver- 
wandt worden. Es ist nun moglich, daf sich das stets im 
UberschuB befindliche Toluol unter Druck mehr lést und daher 
eine erhéhte Schadigung dieser Faktoren bewirkt. Ist dies 
richtig, so wird bei Beniitzung eines anderen, vollkommen ge- 
ldsten Antiseptikums, fiir das der Druck jedenfalls keine Be- 
deutung haben kann, z. B. Fluornatrium in 0,3°/oiger Losung, 
der Einflu8 des Sauerstoffs auch unter Druck deutlich hervor- 


treten. (Siehe Versuch LXIXb.) 





Versuch 





LXIXb. H 


und, 


verblutet. 
bezw. 100 cem 0,5 °/oige NaFl-Loésung. 





20,490 


Glaspulver. 


Zu 


jeder 


Probe 


100 cem Aq. dest. -}- 


dD 


eem 


Toluol 


Probe 1—8 in weite Reagenzglaser, je 4 in den Druckapparat bezw. in ein Stand- 
glas. — Dauer 18 Stunden. — Nach Zusatz von 5,3 ccm 15°/o KH,PO, 5 Min. im kochenden Wasserbade, auf 200 ccm 


aufgefiillt, vom Filtrat zweimal je 50 ccm bezw. je 20 ccm zur Analyse. 
nn ____________________ 





















































Bestimmung nach Kjeldahl Bestimmung nach Sérensen 
Ane. or “Mitte! | Autolyse 
— OSI. in ccm 
ttel bezogen : 
Nr. Brei Bemerkungen in com in mg Auto- Anderung}°105>-"- ’ ge- | auf 10g N in mg 
einer : Lauge | auf 10 g = = Anderung 
erty fir 10 ¢ lyse far fun- Brei Filtrat 
. furs 20 ccm Brei von 10g 
in g tea) | in °/o | Filtrat 8) ee Tw in °/o 
2 28.|10,19]) | "3,73 |26,2).. | 6,68 | 6,55) 
S sofort verarbeilet ple 254, —| — 6,59) — a — — 
2 24, 110,04) ) 3,55 | 24,6) | 6,65 | 6,63)” 
S 9. |10,161) htoasenen. Ergo 11,37 | 77,9) 00 | 25 0| 862} — |2,03/2,00), 0] . 
_ 10.1} 9.96 meyer-Kolben; ie 11.22 | 784 5,1, 0 yf | oom M 99 1,99 34,7 f. 
pin . st 4mal geschiittelt + 5ccm 366 |7 yt | 8,57 —_ 1,98 1, J 
n | 2 
= 1. |10,02} | Toluol | 11,01 76,5) 8,7: a 2,14 2,14) 
= unter Luft oe 80,2 54,8 (+ 4,0)! ) 2,26) 39, 3,5)! 
x 2. 110,03] J 12,11 | 840f ” i )’) 8,98 | — 2.39 | 2,39f-’ me tr 
3.|10,09]) unter Sauer- 11,23 | 77,5), |. .| 8,67) — — | 2,08 | 2,06) 
We 78.2 52 8 | poe 3.6 ? b] | ? ( ‘ 6 on q 
4. 110,07] { stoff v.13,5 Atm. 11,41 |79,0f |" | gu! — |181 | 1,80) 299 33,6 14,7 
} 
5. | 9,95} ) 13,55 | 95,0) | | 933, — | 2,74 | 2,75) 
unter Luft 3 0/ poet 71,7 | [4- 36,1) | toga) 49,0 | [+ 30,0]2 
6. ]10,03) J O38") 14,30 | 99,3)" | ‘ Cr ) 9,47 = 2,88 | 2,87) ie ie (ek Se 
an 
7.} 9,90}. unter Sauer- { yar | 12:75 |89.6) 00) aa «, FOO] — [ROR 
: too9| fstott fae 197 | gap 000 60.6 — 15.5 a6s| — |208|20sf2°"| 36° | —266 
Alle Proben steril. 
N 
= 


den in iiblicher Weise geschiittelten. 
*) Die in eckiger Klammer stehenden Werte sind die proz. Anderung der Fluornatriumproben gegeniiber den Toluolproben. 





‘) Die in runder Klammer stehenden Werte sind die proz. Anderung der nicht geschiittelten Proben gegeniiber 
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Dieser Versuch bestatigt unsere Vermutung, und wir finden 
tatsichlich, daf die Fluornatriumproben 7 und 8 durch kompri- 
mierten Sauerstoff eine Hemmung von 15,5°/o erfahren, wahrend 
die Toluolproben nur eine solche von 3,6°/o zeigen. 

Dieser Versuch zeigt auch den in den vorigen Mitteilungen er- 
wahnten Befund, dafi die Autolyse unter Fluornatrium eine viel héhere 
(hier um 36%o) ist als unter Toluol. 

Bei Benutzung des Fluornatriums als Desinficienz lift 
sich nun auch leicht entscheiden, ob der Druck als solcher 
eine Schaédigung der Autolyse bewirkt. 

Setzen wir Fluornatriumproben dem Einflu8 des kompri- 
mierten Stickstoffs aus, so sehen wir, daBh dieser nicht nur 
keine Hemmung, sondern Foérderung hervorruft. (Vers. LXXI 
auf der folgenden Seite.) 

Die Forderung erklirt sich entsprechend den friiheren Aus- 
einandersetzungen durch Entfernen des Sauerstoffs. Es wurde 
namlich aus dem Druckapparat zunichst, ehe der Stickstoff 
unter Druck gesetzt wurde, die Luft, also der hemmende Sauer- 
stoff, durch Stickstoff verdrangt. 

Ob die starke Hemmung der Autolyse durch kompri- 
mierten Sauerstoff in Beziehung mit Erfahrungen am lebenden 
Tier, das bekanntlich darin zugrunde geht,!) zu setzen ist, ob 
ferner ein Zusammenhang mit dem Befunde Wintersteins *) 
besteht, wonach die Totenstarre des Muskels in komprimiertem 
Sauerstoff ausbleibt — diese Fragen lasse ich zurzeit offen. 


Die Férderung der Autolyse durch die Kohlensidure. 


Die zuerst erwahnten Versuche X, XII, XIII haben die 
Forderung durch die Kohlenséure deutlich erkennen lassen. 
DaB es sich hierbei um eine Wirkung auf das autolytische 
Ferment handelt, zeigt folgender Versuch. Danach hat die Kohlen- 
siure auf die gekochte Leber, nach Vernichtung des autoly- 
tischen Fermentes, keinen EinfluB. (S. Vers. LXIIb auf S. 105.) 





') P. Bert, La pression barométrique, Paris 1878. K. B. Lehmann, 
Pfligers Archiv, Bd. 33, S. 173 (1884). 
*) H. Winterstein, Pfliigers Archiv, Bd. 120, S. 225 (1907). 











Versuch LXXI. Hund verblutet. 17,0°%/o Glaspulver. Zu den Proben 100 ccm 0,3°)0ige NaFl-Lisung: Probe 9—11 
in weite Reagenzgliiser, die andern in Erlenmeyer-Kolben. Durch Proben 3—6 und 8 wird durch jede getrennt 11 O, bezw. 
N, in ca. 8 Min. durchgeleitet. — Dauer 21 '/2 Stunden. — Weitere Verarbeitung wie im vorstehenden Versuch LXIX b. 
nur wird nach dem Aufkochen 5,1 ccm °jo KH,PO, hinzugefiigt. 




















Bestimmung nach Kjeldahl Bestimmung nach Sérensen 








Mittel | 


‘Ande-}in ccm) = bezogen — 
Bemerkungenlin ccm einer, jn mg fiir Auto-| 0,1035-n- . 


0,1035-n- | _ rung Lauge | agquf 9.0 g | ge- 


mittel Losl. N 


Autolyse 


4 grr 
C 4 Ande- 

| auf 9,0 g | ‘fur das 
Lauge | ly fiir | Brel _ ganze rung 
fiir 50 ecm =~ 20 ccm Brei funden \Filtrat von. 


Brei Filtrat in °%o | Filtrat | | bezogen 10 g Leber In %/o 





9,03] sofort 5,02 | | | _ 6,18) 


9.01 |f Verarbeitet] 4.97 6,20 620) 


9,08 14,49 107,0) | 8,43 2 2,23 ) 
. 107,0 70,2 2.23 | 
9,05 14,46 107.1] 8.43 | 2,23) | 


9,05 }) Sauerstoff] 13.45 | 99,6) 8.33 2,13) | 
je 11 | 28 660 | 213 
9,05 | J durchgeleitet] 44.34 106,0 | 8.33 2 | 213)” 


( 2 , = om -- Q9n72 
9 O8 Stickstoff 14.79 ) S 109,8?) » 73.0 : 8.44 204 *) 


6,19 


rnst Laqueur, 


’ 
k 
4 


9,00 |i je 11 durch-} 15,63 116.8) 180 8.81 2 2.62) 


81.2 os 
16,14 119.2 8.81 ni 2 261] 
bezogen auf 
gleiche 
Verdiinnung 
des Filtrats 
unter 12,17*) | 113,0 6,83 *) 8,54 2,35 | 2,30 
Stickstoff 
Von 
125 Atm. 12.44 *) 117.6 6.88 2) 8.69 20 250 


908 geleitet 


—.t 


13.04%) 121,2,117.3 80.5 + 14,7] 7,03?%) 8.75 2.59 | 2,59 














Alle Proben steril. 


Bei 5 etwas verloren. 


Oo aul POL cem. Y auf 250 eem auf 250 cem. 11 aul 252.5 cem aufegefiillt 
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Versuch LXIIb. Schwein. Leber ohne Glas fein zerhackt; 
100 ccm Aq. + 5 ccm Toluol. Alle Proben 5 Min. im kochenden Wasser- 
bade. Danach durch Probe 3 und 4 je 20 Min. CO, durchgeleitet. Nach 
is Stunden Aufenthalt im Brutschrank unter Zusatz von 5,2 ccm 15°/o 
KH,PO, nochmals 5 Min. im kochenden Wasserbade. Auf 200 ccm auf- 


gefillt. Je 50 ccm zur Analyse. 
EEE 





Lek Analysen- Lésl. N ind 
Nr. — Bemerkungen mittel in mg fiir Anderung 
in g in 310 ccm | 10 g Leber jn % 
13. 10,08 — 6,40 33,8 | 
33.45 — 
14. 10,16 a 6,32 33,1 | 
3. 10.00 | - 6,31 | 33,6 | 
| —_unter : | 33,6 | 3355) Loge 
4. 10,06 f Kohlensdure 6.33 33,5 | 


Die Proben steril. 


Es ist oben bereits erwahnt worden, dafi die Wirkung 
der Gase, also auch der Kohlensaure, deutlich hervortritt, wenn 
nur im Beginn der Versuche das Gas eingeleitet wird, und die 
Proben dann in dieser Atmospbdre stehen bleiben. Der oben 
(S. 91) wiedergegebene Versuch XXIV zeigt, dai die Férderung 
eben so grofi ist, wenn dauernd Kohlensaure durchgeleitet wird, 
wie wenn sie nur im Anfang, ca. 34 Stunden, hindurchgeht. 
Es ist dies wohl so zu verstehen, dafi einerseits bei nur 
vorubergehender anfanglicher Durchleitung die Sattigung mit 
Kohlenséure geringer ist als bei dauernder Durchstrémung, und 
<o die Férderung geringer wird, anderseits aber das schadigende 
Moment der dauernden Durchleitung (Schiitteln) wegfallt, und 
so die Férderung gréfer wird. Die beiden Einfliisse wiirden 
sich also mehr oder weniger paralysieren. Wird die Sattigung 
verbessert, ohne die Schiittelschidigung allzusehr zu erhohen, 
so werden sogar dauernd durchstrémte Proben in der Auto- 
lyse gegen zeitweilig durchstrémte zuriickbleiben. Zu einer 
solchen Deutung fiihrt der Versuch XVIII. Proben, durch die 
nur zweimal 2 Stunden Kohlensdure geleitet ist, haben eine 
hdhere Autolyse als Proben mit dauernder Durchstrémung. 


Versuch XVIII. Hund verblutet. Trotz langer Durchspiilung Leber 
nicht ganz blutfrei. Kein Glaspulver. Zu jeder Probe 120 ccm 0,9 °%/oige 
NaC]-Lésung + 10 ccm Toluol. — Dauer 21 Stunden. — Sonst wie 


106 Ernst Laqueur, 


Versuch XII (S. 87). Die N-Durchleitung mufte aus Mangel an Gas nach 
6's Stunden abgebrochen werden; die iibrige Zeit wurde Luft durchge- 
leitet. — In der Reaktion keine deutlichen Unterschiede. 


* . | Analysen-| Lésl. N 
vr | ou Bemerkungen mittel in mg fiir 10 g 


‘in g | in /4 ecm Leber 





. 12,06 | | | 483 
sofort verarbeitet 

. |12,07 J 4,42 

9. 11,85) _ 14,21 |102,9')) 

. 12,15 _ 14,36 /|101,1')J 


3. 11,83 ) Stickstoff 6'/, Stunden | 14.15 (102.1 | 
| dann Luft 14/, Stunden, , ¢ 
4. 111,73) durchgeleitet 13,18 95,6 | 
12.31.) Gemisch von 50% CO 95 |_ OF 
. 12,31 — — pti thos 2 16,95 |117,7 -+- 23,0 
2. |12,18 J durchgeleitet 20,21 |142,0 3] — 
d. (12,08 | Kohlensaure | 19,80 /|140,1 
;. 11,75 J dauernd durchgeleitet | 1690 |123,0 





102,0 


18,8 


{131.5 98,8 + 43,5 














7. (12,50 | Kohlensaure zweimal 19,75 134,8 | 
8. 12.04 j 2 Stunden durchgeleitet! 22.87 |162,4 ae 


') 9 und 10 auf 502,5 ccm aufgefiillt. 


Es ist oben schon besprochen worden, daf bei der hem- 
menden Wirkung, welche die dauernde Durchleitung auch von 
indifferenten Gasen (z. B. von Luftdurchleitung gegeniiber Proben 
unter Luft) hervorruft, neben der «Schiittelschaidigung» auch 
die Austreibung der Kohlenséure in Betracht kommt; es war 
daher daran zu denken, ob nicht sogar eine verschiedene Gréfe 
der Gefafe, in denen sich die Autolyse abspielt, eine Bedeutung 
hat. In dem kleineren GefaB miifte ja bei gleicher Menge 
autolysierender Substanz die Konzentration der Kohlenséure 
(sowohl der anfinglich vorhandenen wie der im Laufe des Pro- 
zesses entstehenden) eine groBere sein. Ein Resultat in dem er- 
wihnten Vers. XXIV (S. 91, Probe 16 gegen 13/14) schien fiir 
einen solchen Einflu&{8 zu sprechen: Probe 16 befand sich in 
einer 1/4-Literflasche, die beiden anderen in 3/4-Literflaschen. Es 
wurde ein besonderer Versuch angestellt, bei dem sich aber 
kein EinfluB des Raumgehaltes nachweisen lief. 
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Versuch XXVI. Katze, verblutet. 25°/o Glaspulver. Zu jeder 
Probe 100 ccm 0,9°/o NaCl-Lésung -+- 10 ccm Toluol + 1cem 10°/o 
salicyls. Na. Dauer 20Stunden. Weitere Verarbeitung wie Versuch XXV 
(S. 92). 


| 





| Analysen- Lisl. N 














| 
| Bemer- | a 
Nr. Brel | mittelwert) in mg fiir | Autolyse Anderung 
in g | kungen jin n/g cem, oe | in %o 
9. | 16 00 | sofort | «(BAe | 232\ 55 4 | | 
10. | 16,10 |J verarbeitet | 313 | 23,0f | | 
3. | 1620) 4,76 | 34, 7\ 3. 0 rn 11.6 | 
5. | 1605] im At | 4g0 | 353s fo] 
aschen 
[4. | 16,10. J | 4,84 | 355 12,4] _ 
6. | 16,05 | | 4,72 | 34,7 116 | +00 
~ | ~ in ‘/4 |- eC ‘ - | . 
(7. | 16,05 | | f° ie ll | 4,72 34,7 | 11,6) | — 
(8. | 16,11 | | 4,80') | 35,2 12,1] _ 
1. | 16,00/) in 1-Flaschen| 4,53 | 38,4 
Hespaiiiad | ink "9 2-170 \sg4 lio3 | —1u2 
z. 16,15 J durchgeleitet | 4,57 ') 33 As J 


Die Proben aufer 4, 7, 8 steril. 
‘) Bei 2 und 8 nur eine Analyse. 


Die nachste Frage war, ob sich der EinfluB der Kohlen- 
siure auch schon bei geringerer Konzentration, als sie 
durch Einleiten von reiner Kohlensdure entsteht, nachweisen laBt. 

Der auf der vorigen Seite erwihnte Versuch XVIII hat 
gezeigt, dafB eine Férderung von 23°/o (sie ist eigentlich noch 
hd6her zu veranschlagen, wenn man die Schadigung der dau- 
ernden Durchleitung in Betracht zieht) durch ein Gemisch, das 
gleiche Teile Luft und Kohlenséure enthalt, hervorgebracht 
wird. Der folgende Versuch (Vers. XIX) zeigt eine Forderung 
von 27,6°/o9 bei dauernder Durchleitung eines Gemisches von 
Luft und Kohlensaure, dessen Gehalt an Kohlensiéure zwischen 
25 und 40°/o schwankte. 


Versuch XIX. Hund verblutet. Leber blutfrei gespiilt. Kein 
Glaspulver. Zu jeder Probe 100 ccm 0,9°%oige NaCl-Lésung -+- 10 cem 
Toluol. — Dauer 21 Stunden. — Sonst wie Versuch XII (S. 87). 
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B Analysen-| _Lésl. N | isle. Ande- 
Oe Bemerkungen mittel jin mg fiir 10g) ; ‘rung 
in g jin n/4 ccm Leber | in Jo 
9. 6,94) . | 304 | 37,9 >) | 
sofort verarbeitet | ; 36,65 — | — 
10. 8,29) f 3,39 | 35,34f | 
7 95 | Stickstoff ; « t 
L. | 7,20 ‘| die pe 8 Steniion 7,62 | eat )\ 95,1) 58,5 — 42 
2.1718 J  dauernd durchgeleitet 8,17 | 99,5 ){ . | 
3. | 7,13} ) . 7,78%) | 94,0 | — 
_,.|, Luft dauernd geleitet | 91,3) 54,8) — 
t.1 7,171 f 7,39 | 886 J | 
| 
5. 6,98 | | Kohlensdure 12,29 |152,0 ‘| — 
6. 6,76|{ dauernd durchgeleitet | 10,34 131,9 inate eds pom 
j . aie | | 
7. | 6,80 | | von Lu tt} Koh . nsaure| 8,57 108,9 \ | 
ge LT fon Sa 106,5) 69,9 +- 27,6 
8.) 728) [ OO S| ae 1042 { | 





*) 3 nur eine Analyse. 


Indessen auch schon geringere Mengen Kohlensaure zeigen, 
wenn sie im Anfang der Autolyse zugefthrt werden, und die 
dauernde Durchleitung vermieden wird, eine fast eben so grobe 
FOrderung und, was besonders wichtig erscheint, selbst nur 
soleche Konzentrationen, wie wir sie im Gewebe annehmen miissen, 
haben einen deutlichen EinfluBb. 

Nach den meisten Untersuchern schwankt der Gehalt an 
Kohlensiure im vendsen Blut zwischen 35 und 40 ccm in 
100 ecm Blut; die Kohlenséure hat dabei eine Spannung von 
¢—6°/o einer Atmosphére. In dem Versuch LXb sehen wir, 
wie Kohlenséurezusatze zu einer Sauerstoffatmosphire schon 
von 4,9°/o einen deutlich f6rdernden Einflu{8 haben, und wie 
dieser durch eine Steigerung auf 10°/o auferordentlich er- 


hoht wird. 


Versuch LXb. Hund, verblutet. 20,2°/o Glas. Zu jeder Probe 
100 cem Aq. + 5 cem Toluol. Bei der Gasdurchleitung erhalten alle 
Proben mit geraden Nummern (aufer 20) weniger Gas, werden also we- 
niger geschiittelt, weil die zusammengehdrigen Proben hintereinander ge- 
schaltet waren, der Verschluf§ der ungeraden Probe aber hierbei nicht 
dicht hielt, und so Gas entwich. — Dauer 18%/4 Stunden. — Nach 
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Herausnahme aus dem Brutschrank standen die Proben mit geraden 
Nummern ca. 1'/: Stunden langer bei Zimmertemperatur als die zuge- 
hérigen Proben mit ungerader Nummer, ehe sie aufgekocht wurden. — Nach 
Zusatz von 8,4 ccm 15°/o KH,PO, 5 Min. im kochenden Wasserbade auf 
200 ccm aufgefiillt, vom Filtrat je 50 ccm zur Analyse. 


AT 
~ = = — = —_ 
























































. | “Analysen: Lésl. N meee ae 
Nr. Brei | Bemerkungen mittel in in mg ; _Anderung 
| 0,1035-n | fiir 10 g | lyse 
in g | _ ecm Leber in %o 

17, 13.96 | nai 6,76 8 : a a 
18.; 13,85 J verarbeitet | 685 | 292f0 7 | 

13. 16,02 = 16,92 a oe 
14.) 15,78 | _ 16,03 68,5,” | 

1.) 15,91 im Anfang Luft 15,30 64,9 

2. 16,18 |< ca. 10 Min. durch- | zerbrochen| — / 68,9} 37,0 — 
20, 1602 | geleitet 15,90 inal 

4 nea eto RE 10h, durch a ea) 38,6 I 5,9) ') 
5. 16,13 ) im Anfang Gemisch 16,72 | 700 Hl | + 65 
(6. 16,22 J " ‘durchgeleitet. | 17,44 | 72,5 43,6] os 

7.. 16,22) im Anfang Gemisch | 17,60 73,4) 0 | —e ail 

8. eat} wean | ae reat T87 | 
9., 15,99 ) im Anfang Gemisch | 18,41 77,8 ; : 
10. 1388|} “ae | 19,29 refi? 50,8 | +816 
11.| 16,13 ‘| im Anfang Kohlen- | 25,09 105,0 76,1 | -+-97,0 
(12. 15,90 J shure weit «| «(26,98 | 1102 | 81,3) )  — 


Die Proben bis auf 6 und 12 steril. 


') Der in runder Klammer stehende Wert gibt die proz. Anderung 
durch den Sauerstoff gegeniiber den ruhig unter Luft stehenden Proben; 
die andern Werte die proz. Anderung durch den CO,-Zusatz. 


Noch deutlicher zeigt Versuch LXVII (S. 120) den EinfluB 
geringer Kohlensdure zu einer Luftatmosphare. Die Spannung 
des Sauerstoffs im vendsen Blut betriégt ca. 20°/o einer Atmo- 
sphare, also die Zusammensetzung des Gemischés (der Proben 
2/12/22 in Vers. LXVII) aus 5°/o Kohlenséure mit 95°/o Luft 
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ist ungefahr, abgesehen von dem indifferenten Stickstoffgehalt, 
die gleiche, wie sie im vendsen Blut vorliegt. 

Man erkennt, wie eine Anderung des Gasgemisches im 
Sinne einer groBeren Venositat, also Zunahme der Kohlensaure- 
spannung bei Abnahme der Sauerstoffspannung, eine erhebliche 
Steigerung bewirkt. 

Die Erh6hung der Kohlensiurespannung tiber eine Atmo- 
sphire, auf 12,5 Atm., hat keine weitere Forderung der Auto- 
lyse zur Folge, sondern im Gegenteil: einen Riickgang der 
Steigerung. Es zeigt dies Versuch LXXec auf der folgenden 
Seite. — Dies Verhalten der Kohlensiure ist analog dem anderer 
Siuren; auch bei ihnen ist ein Optimum der Fo6rderung bei 
einer gewissen Konzentration vorhanden, eine weitere Konzen- 
trationszunahme lift nach Arinkin') die Autolysensteigerung 
klarer werden. 

Derselbe Autor, ein Schiiler Salkowskis, hat aber 
weiterhin festgestellt, dafi dieses Optimum der Steigerung bei 
verschiedenen Siuren nicht bei gleicher 4quimolekularer Kon- 
zentration liegt, und dai weiter das Maximum der Foérderung 
itiberhaupt verschieden grof ist. 

Fiir unsern Fall hatte es nun besonderes Interesse, die 
Wirkung der Kohlenséure mit der einer andern Séure (Schwefel- 
siiure), die die Autolyse relativ stark beeinfluBt, zu vergleichen, 
und so zu sehen, ob bei der Wirkung der Kohlensdure nur ihre 
Sdurenatur in Betracht kommt, oder auch ein spezifischer Ein- 
flu8 vorliegt. Ich hatte sogleich nach den ersten Versuchen vor 
vier Jahren, die mir tiberhaupt die Wirkung der Kohlensdure 
gezeigt hatten, auf einen spezifischen Einflu8 gefahndet, da die 
durch Kohlenséure bewirkte Reaktionsainderung, kenntlich an 
der Farbenanderung von Lackmus, recht gering schien. Ich 
erwahnte schon oben, da8 bei allen Versuchen in allen Proben 
die Priifung auf rotes und blaues Lackmuspapier vorgenommen 
wurde, und sich dabei stets amphotere Reaktion gezeigt hatte, 
und zwar war vor der Autolyse die Reaktion meist nach der 
alkalischen Seite, nach stattgefundener Autolyse nach der sauren 


1) M. Arinkin, Diese Zeitschrift, Bd. 53, S. 192 (1907). 
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Yoshimoto’) nicht beistimmen, der angibt, daf die Autolyse- 
proben nach Kohlenséuredurchleitung sauer werden: blaues 
Lackmus wird rot, aber stets ist auch auf rotem Lackmus, 
solange es feucht ist, eine gewisse Blaufirbung zu erkennen. 
Ich habe dies mit Lackmuspapier verschiedener Herkunft kon- 
statieren kénnen. — Vielleicht beruht die Differenz unserer 
Beobachtungen auf dem Zeitpunkt der Reaktionsbestimmung: 
Yoshimoto leitet Kohlenséure ein, wobei «die Mischung saure 
Reaktion annimmt», wiihrend ich die Reaktion in den CO,- 
Proben am Ende der Autolyse feststellte, wo also sicher ein 
Gleichgewicht zwischen der Kohlenséure und den Eiweifkorpern 
usw. eingetreten war. ; 

Ein spezifischer EinfluB der Kohlensiure mubBbte sich zeigen, 
wenn durch andere Siiuren die Reaktion deutlicher nach der 
sauren Seite verschoben wird, die Férderung aber hinter der 
durch Kohlensiure zuriickbleibt, oder wenn sich auch noch bet 
alkalischer Reaktion, von der wir durch friihere Versuche 
mehrerer Autoren wissen, dai sie einen stark hemmenden 
EinfluB hat, die Kohlenséure eine Wirkung erkennen labt. 

Beides ist der Fall und aus den unten folgenden Versuchen 
XIV, XV, XVI, LVIII und LXVII zu entnehmen. 

Was zuniichst das Hervortreten einer Kohlenséurewirkung 
auch bei alkalischer Reaktion anlangt, so zeigen dies die Ver- 
suche XIV und XV. In dem einen Falle ist, um einzelne Proben 
alkalisch zu machen, Na,CO,, im anderen NaHCO, zugesetzt. 
Die Hemmung der Autolyse bei den unter Luft stehenden alka- 
lischen Proben ist sehr stark (Proben 11/14 gegen 9/12 im 
Vers. XIV; Proben 15/18 gegen 16 im Vers. XV). In alka- 
lischen Proben, durch welche Kohlensaure dauernd durchgeleitet 
wird, wodurch natiirlich der Unterschied hinwegfallt, ob Na,CO, 
oder NaHCO, urspriinglich zugesetzt war, bleibt die Reaktion 
bis zum SchluB alkalisch; trotzdem ist kein Unterschied der 
Autolyse gegen die amphoteren Kontrollproben zu erkennen, 
wenn man den bei alkalischer Reaktion und dauernder Durch- 
leitung ausgetriebenen Ammoniak zu dem im Filtrat erhaltenen 
Stickstoff hinzurechnet (in Vers. XV, Probe 8). 


') 1. c. 
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Versuch XIV. Katze, verblutet. Leber unvollkommen blutfrei ge- 
spilt, zerhackt. 60 g in 900 ccm NaCl-Lésung unter 5 Min. langem Schiitteln 
aufgeschwemmt. Fir jede Probe je 60 ccm schnell im Mafizylinder abge- 
messen, dazu 40 ccm Fliissigkeit (Aq. bezw. H,SO, bezw. Na,CO,-Lésung) 
+-10ccem Toluol. Die Gasdurchleitung unter einem Uberdruck von ca. 60 mm 


Hg. — Dauer 22 Stunden. — Flascheninhalt mit 100 ccm Aq. -+- 20 ccm 
20°/oiger NaCl-Lésung in Tiegel gespiilt, Reaktion bestimmt und zu den sauren 
bezw. basischen Proben soviel Base bezw. Siure zugefiigt, dafs die tibliche 
darauf alle Proben mit KH,PO, schwach 


amphotere Reaktion eintritt, 


angesduert, und aufgekocht, auf 500 ccm aufgefiillt, je 200 ccm zur Analyse. 






































| Nor. | Milli- | ‘ 
Aut-  mealita | mol. | | Ana- | Lésl. N | Anderung 
=~ Bemer- | | H80, i | | lysen- | | in mg | Auto- in Prozent 
eer 2 |_bezw. | Reaktion ' mittel x Einfluf 
| mung | kungen | bezw. | NasGOs ij | fir 10g | ise 
: in y les derRe 
| bins <i» ‘nicem, Leber vin enol 
in ccm 2 208 | ating Gases aktion 
| 
1. 60%) |) sofort | — | — | amphetes, |.97 30,0 
| ver- | | 31, 4 —- — 
2, 60?) J arbeitet | — | do, 1,06 32.8) 
sofort aufge- | 
6. 60%) ‘kocht, "aaa Base | 119 | stark alkal./1.08%)) 35,0 }— — 
” Brutschr,| 0,025 | 
9.) 605 | — —~ | — | See | ae | 197) — 
12. 60,2 | _ me Dome: 7 Oe — _ | ie a 
3 |) dauernd | —_ —— tral 7 s 
je | Kohten | - ae “152 83,8/+- 326 — 
»| ror | saure amphoter, 
6.| 59,5 | -- — | wae saver (740 |126,7 | 
| 
5. 60 | — | sauer [5,23 |103,6) 7 oe sai 
13.: 59 a — - ldeutl. sauer 5,29 (117 2) 9 ‘ 
4. 61,5 | dauernd | (0,01 - stark sauer 5,84 |121,0 
K ohlen- 120 88,6/+ 12.1-+- 55 
7.' 60 saiure sauer 1/547 |119,0 ' 
11. 59 pee alkalisch 1,47 32,5 294 2 3 111 
e — ; ) =T pe 
14.. 60 om — stark alkal./1.19 | 25,8f (2) | 
si 0,025) 6,25) atkal. we- . 
5. 59 dauernd ’ aikal. we 
i \ohtes. | | niger als 11 2,24 | 49, | 19,8 18,4] 90 78 
8. 59,5 | saure | deutl. alkal.|2.29 | 50, 1) 











') Hierbei ist angenommen, dafs sich die ganze zugesetzte Saure 
bezw. Base auf die Leber verteilt; bei gleichmafiiger Verteilung zwischen 
Fliissigkeit und Leber wire der Wert nur der 10. Teil des angegebenen. 
— *) Proben 1, 2,16 enthalten eine schwichere Aufschwemmung 60 ccm 
= 2,8 g Leber. — *) 16 auf 530 cem aufgefiillt. — *) Der negative Wert 
der Autolyse, der durch den niedrigen N-Gehalt der Probe 14 entsteht, 
liegt vielleicht an einer NH,-Abgabe dieser stark alkalischen Probe. 
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Versuch XV. Hund verblutet. Leber fein gewiegt. Kein Glas. In jeder Flasche 150 ccm Fliissigkeit (Aq. bezw. H,SO, 




































































— bezw. NaHCO,-Lisung) + 10ccm Toluol. Weitere Behandlung wie im vorhergehenden Vers. XIV. — Dauer 21 Stunden. 
Sormalitit | Millimol. Ana- | Lisl. N Anderung in Prozent 
Bemer- 1,804 betw, : ] = ? P g 
Nr. Leber k ” “ee — Reaktion mittel in mg fiir| Autolyse Einfluh P 
<ungen NaliO, auf n \ 
in g . berw. Nal(05| 10g Leber tit, ot 10 g Leber des Gases |der Reaktion 
1. 10,05 sof.verarbeit.| — ae neutral 3,39 | 28,5 _ - -= 
(13. 15,02 7 a — jneutr. bis alkal. 16,75 94,5 66,0] ae a 
16. 15,14 -- — —  |amph.bisalkal.|14.00 | 78,4 49,9 ~ — 
[3. 15,25 Jam Pom —  j|schwach alkal./23 23 129,3 100,8] nn ia 
her 8 mehr alk. als |, ~ ~ | 
6. 14,96 |J siure | — | — 2'8 20,05 |114,0 85,5 +718 - 
y | dauernd | | neutral =|" it ’ 
a. 15,09 |Sauerstoff| — | — |schwach alkal.,13,54 | 76,2 44,7 — 4 — 
=] 2. 10,35 sof. verarbeit.. | | stark sauer 4,26 *) ree | —_ _— wets 
4 14. 1508 | om | sauer 25,01 ')141,1 105,7 . 
ps |  S4440) 108,6 — 118 
S17. 15,06 | — lies} «2828 |t4z.0) 20116 f°” * 
4 4, ‘40 |} ee ee > 23,99 |136,2|,._ 100,8] 
, | - | (0.0125 pepyy 2137 + 101.8 — 63 19 
. 2. 1520 |f siure |f > 24,77 |138,2) 137? 102.8 + ™ 
t 12. see (|i oe | | . 21,82 123.2 | 87,8 — 19,2 4+. $4 
- 10. +-11.*) 15,10+ 15,03 J stoff | 30,0063 063) > 40,81 111,7 |—6 3 —298 | + 60 
~ : 10.05 sof. verarbeit. stark alkalisch) 3 44 | 29.3 | me ate soemnoneaane 
5. | 1492 ; — | alkalisch | 7,32 | 41,6) ,) 9) 12,25) | 
| — | Ys 28 11,5 -- | — 9% 
18. | 1505 | — ee 3.33 stark alkalisch! 7,12 | 40,1 10,75f | 
[5. | 15,27 | R yea dy roar | alkalisch 12.50 | 69,5 | 40,15) one | sini 
Py ee 1b | > 11,84 | 67,1 [79,8] 37,7 [50,5] )]-+-228 |+-389] —56 [(—41]°) 
Die Proben bis auf 13, 3 und 5 steril. 
') 2 auf 502 ccm, 14 auf 501 cem aufgefiillt. 
_ *) Proben 10 und 11 sind wiihrend der Gasdurchleitung zusammengelaufen. 
_ ‘) Die in eckiger Klammer stehenden Werte zu Probe 8 ergeben sich. wenn man zu dem im Filtrat erhaltenen N noch 


den hinzuaddiert, den man aus der Titration der Saéure erhalt, die wahrend der Gasdurchleitung hinter & geschaltet war. Es sind 
, - 


hierbei 5,5 ccm "«-Saure entspr. 19,25 mg N verbraucht worden und zwar durch 14.97 g Leber, durch 10 ¢ Leber also 12.8 meg. 
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Gleichzeitig ergeben diese Versuche, was durch die fol- 
genden noch deutlicher wird, da8 die Kohlensiure relativ stiarker 
als eine andere Siure, als Schwefelsiure, wirkt. 

Zu einzelnen Proben ist Schwefelsiiure hinzugesetzt, und 
zwar soviel, dai die Reaktion deutlich sauer war. Die Reaktion 
ist im Gegensatz hierzu auch bei dauernder Kohlensiiuredurch- 
leitung, wie schon erwahnt, amphoter, freilich ist der Umschlag 
nach der sauren Seite mehr ausgesprochen. Es ist dies aber 
doch nicht so stark, daf} es immer méglich wire, die Reaktion 
einer unter Luft stehenden Probe von einer mit dauernder 
Kohlensauredurchleitung zu unterscheiden. — Die Foérderung 
in der soviel schwiacher sauren CO,-Probe ist in dem einen 
Versuch sogar stirker als die in der stark sauren H,SO,-Probe, 
im andern Falle kommt sie nahe an die Steigerung durch die 
H,SO,-Probe heran. Zieht man die Schiidigung in Betracht, 
die ja nach unsern obigen Erfahrungen die dauernde Durch- 
leitung hervorruft, so ist eigentlich die Foérderung durch die 
Kohlenséure im Vergleich zu den ruhig stehenden Proben mit 
Schwefelséure noch grofer. 

Als ein Befund, der zu der oben behandelten Wirkung 
des Sauerstoffs gehért, sei hier nur noch angefiihrt, daf sich 
der Einflu&8 des Sauerstoffs auch bei saurer Reaktion geltend 
macht (in Vers. XV, Proben 12 und 10/11). 

Der folgende Versuch XVI (S. 116) zeigt wiederum, dab 
die Férderung durch Schwefelsaure erst dieselbe Hohe erreicht, 
wie die durch Kohlensiure, wenn dadurch die Reaktion mehr 
nach der sauren Seite verschoben wird. 


Das gleiche Resultat zeigt Versuch LVIII (S. 117), bei 
dem die Kohlenséure nur im Anfange des Versuchs durchgeleitet 
wurde. Die Férderung durch die Kohlenséure wird erst von 
einer relativ konzentrierten Schwefelsaure tibertroffen. 











Versuch XVI. Kein Glaspulver. Zu jeder Probe 100 ccm 0,9°/oige NaCl-Losung -- 10 ccm Toluol. Dauer 


















































21 Stunden. — Weitere Behandlung wie bei vorhergehendem Versuch XV. 
Normalitat| Millimol. Analysen-| _Lésl. N ina = 
Leber an H,SO , mittel | in mg far | Auto- | "°° 
Nr. Bemerkungen bene sion Reaktion 8 rung 
H,SO, 2 ” ms lyse 
in g | 2 10 g Leber; n/s com Leber in %o 
15. 9,83 sofort verarbeitet _ --- amphoter 3,01 26,2 — — 
13. 9,97 _— — — amphoter, mehr sauer| 8,79 75,6 | 933] 474 
, 14. | 10,21 | — — — amphot., weniger sauer| 8,47 oe aie 
= | . , on ria s 
4 2. | 10,17|J  durchgeleitet me _ amphoter 7,52 63,5 J - , 
to] *) | 76 . ° € « 
- o. | 10,03 | | dauernd § Stick- ~ ie es wie 14 7,43 64,3")| 63.0 36.8 _ 21 8 
m 4. | 10,50 | f stoff durchgeleitet — = do. 7,59 618 J ’ ; 
an 5. | 10,05 | dauernd Kohlen- — a= | amphoter | 13,32?) |113,8 latss 88,3 123°) 
6. | 10,15 {saure durchgeleitet —_ | : | wie 13 | 13,67) |115,3° J 
| Saure | 
9. | 10,00 | — .) Vi | 12,92 
| | 0.0033 0.33 amphot ae mehr sauer| 1 111,1') )) 114 5 88,3 [4.875 
10. | 9,87 | | |desgl. (deutlich saurer als 6)| 13.59 118,0 | | 
11. | 10,32. | | neutral 10,79 89,6 *)) | | 
0,00166 | 0166 | . oe ae 91,8) 65,6 |+- 39,2 
12. | 9,60 | | aaa omen ae | tose Tage | 
_ * Probe 3 auf 507 ecm; 9 auf 501.5 cem; 11 auf 501 cem aufgefiillt. 
= Bei 5 und 6 nur je eine Analyse. 


Die prozentige Anderung der CO,-Proben ist im Vergleich zu den Proben mit dauernder Luftdurchleitung berechnet. 
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Versuch LVIII. Hund verblutet. 20°/o Glaspulver. Zu jeder 
Probe 80 ccm Fliissigkeit (Aq. bezw. H,SO,-Lésung) ++ 5 ccm Toluol. — 
Dauer 20 Stunden. — Weitere Verarbeitung wie in dem folgenden 


























“ Versuch LXII (S. 120). 
z — ] | — 
= | 3 | | Nor- | Milli- | Ana- | [os]. N F 
: Brei | — | Bemer- fred H,S0 | lysen- | in mg fiir Auto- | Ande- 
>A Nr . | auf | an | ~—* | mittel 10 « | rung 
_ : Lackmus kungen | HSU, lauf 10 g in | lyse | 
fing | | 2 | Leber njy ccm) — Leber “in %o 
S : lb. 8,08 | amphoter | ~  - | — | 4,92 38,6) 398) __ | 7 
2 Bis. 846 | stark sauer | = — | 0,01 | 1,18 | 5,16 | 411fo°’ | 
rt) a | - 
2 Blf.| 8,53 amphoter | | — | — | 881 | 69,5 29,7]| — 
= i | | 
= 6. 849 amphot. mehr alkal. — | — | — |10,33 | 82,0) a 
= : ; : | | | | a eae 78,9 39.1 — 
ss Bil. 8,57 wie 6 | = | — | 9,65) 7 9 f | 
} | | | 
2 KX60 | tey i? ae oe | : (143.2 ‘ _ 
(2., 8,6 | amphoter |] Kohten- | | 18,30 is 103,4] 
- , 4 | ry saure — | —- | 97 65 e 
7.| 8,54 | wie 2 | ae | | pare |155,9 155.8) 116.0 | +196 
B12. 8,58 | do. geleitet | —_- ij— 19,82 155,7 . 
| 3. 853 stark sauer | | | 23,21 183,1 143,3]|  -- 
Bs. 860 | wie 3 _ 0,01 | 1,18 |24,55 192.4 
a | | oe ‘Vigo 152,6 | -+-290 
B13. 8,60. do. | | 24,56 192.5) | 
a | } } 
ef. 851 | sauer | — | 15,40 121,9 82,1] | — 
9. 8,50 wie4 0,003, 0,354 16,97 134,3 | 
hh | io i ome 131,8) 92.0 | + 135 
B17. 8,67 | do. | | | 16,65 129, tJ | 
| | 
Be \5. 8,50 | — — | | 9,90 | 78,5 38,7]| — 
9 | | 
©» {0. 850 | schwach sauer, 80 | 855 
4 a vielleicht amphoter. | | ioe One ae alll toe 5\ . 8,7| 48,0 -- 25 
115.| 850| wero | — 1161 | 92.0) “ | 


soneqg — ‘jonjoy woo oF + Sunsoy-[QeN 2461¢/, GQ Wo OOT 2qolg depot nZ 


Resultate hier anzufiihren. 


Alle Proben steril. 
Proben 1, 2, 3, 4, 5 vor der Verarbeitung zu elektrometrischen 
Messungen beniitzt und hierdurch Verluste. 
') Bei 11 nur eine Analyse. 


Wenn auch fiir die prinzipielle Frage, ob iiberhaupt eine 
spezifische Wirkung vorliegt oder nicht, die bisherigen Versuche 
ausreichen, so gestatten sie doch keinen quantitativen Ausdruck. 
Ich versuchte darum, die H-lonenkonzentration zu bestimmen. 
In dem eben angefiihrten Versuch LVIII habe ich dies mit einer 
zu wenig einwandfreien Methode getan, als daf es lohnte, die 
Die Schwierigkeit besteht nimlich 


darin, die Kohlenséurespannung der Lésungen durch die Messung, 
also durch das Durchleiten von Wasserstoff, nicht zu verringern. 











118 Ernst Laqueur, 


Bei dem eben genannten Versuch tat ich das dadurch, daB ich 
durch die Kohlensiureproben nicht reinen Wasserstoff, sondern 
ein Gemisch von ungefaéhr 75°%/o CO, und 25°/o H, durch- 
leitete. Nach Bestimmungen Hoébers ist Kohlensiure elektro- 
motorisch indifferent. Es wurden zwei solche Gemische in Gaso- 
metern hergestellt. Es ergaben sich aber bei der Durchleitung 
dieser fast ganz gleich zusammengesetzten Gemische so grofe 
Unterschiede in der elektromotorischen Kraft der L6sungen, 
daf} ich von einer Wiedergabe der Versuche absehe. 

Ich benutzte in einem anderen Versuche die Methode von 
Michaélis und Rona.!) MHierbei wird in besondere Elek- 
trodengefafe nur einmal nach ihrer Fiillung mit der betreffenden 
Losung Wasserstoff eingeleitet und zwar so wenig, das die 
Platinspitze der Elektrode gerade in die Fliissigkeit eintaucht.?) 
Da die von mir angewandten ElektrodengefaBe ca. 14 cem Fliissig- 
keit fassen konnten, und ca. 1,8 ccm H, eingeleitet wurde, so 
sank bei einer CO,-haltigen Lésung die urspriingliche CO,-Kon- 
zentration um ca. 13°/o.%) 

Nach Abschlu8 meiner Versuche erhielt ich Kenntnis von der 
vollkommeneren Methode Hasselbachs*) zur Messung der H-Konzentra- 
tion in CO,-haltigen Fliissigkeiten. Ich hoffe gelegentlich die Messungen 
hiermit nochmals zu wiederholen. Dann ist auch der Fehler zu vermeiden, 


den mdglicherweise die Anwesenheit von Toluol hervorbringt. Nach 
Sérensen soll dies die Pt-Elektroden vergiften. Da indessen alle von 


') L. Michaélis und Rona, Biochem. Zeitschr., Bd. 18, S. 317 (1909). 
*) Die Messungen wurden in der gewdéhnlichen Weise nach dem 
Kompensaltionsverfahren mit einem d’Arsonvalschen Galvanometer und 
der Kinrichtung nach Wilsmore vorgenommen, und zwar in der physi- 
kalisch-chemischen Abteilung des chemischen Instituts in Halle. Ihrem 
Vorsteher Herrn Professor Tubandt sage ich fiir sein freundliches Ent- 
gegenkommen auch an dieser Stelle meinen besten Dank. 

°) Es ist dies wohl der héchste Wert der Abnahme, der wihrend 
der relativ kurzen Messungszeit (1—2 Stunden) in Betracht kommt. Soviel 
betriige die Erniedrigung, wenn die Fliissigkeit ihren CO,-Gehalt ent- 
sprechend dem Sinken des Partiardruckes zu vollem Betrage verminderte. 
Bekanntlich bestehen aber bei wasserigen CO,-Lésungen sehr erhebliche 
Ubersittigungserscheinungen. — Dementsprechend ist auch die Abgabe 
von CO, durch die freie Seite des Elektrodenrohres, die durch feuchte 
Wollfaden fest verstopft ist, wahrend der Messungszeit unbedeutend. 
‘) K. A. Hasselbach, Biochem. Zeitschr., Bd. 30, S. 314 (1911). 

| 
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mir gemessenen Lisungen Toluol enthielten, hat dieser Fehler fiir den 
Vergleich der verschiedenen Proben untereinander kaum eine Bedeutung. 

Versuch LXVII zeigt zunichst, wie schon oben erwihnt, 
die starke Beeinflussung durch relativ geringe Konzentrationen 
von Kohlensiéure; ein Gehalt von 5°/o Kohlensaure bringt eine 
Steigerung von 35,1°/o hervor. 

Weiter aber scheint mir die elektrische Messung, obwohl 
die Differenz in der H-Konzentration nicht so grof ist, als ich 
nach dem starken kolorimetrischen Unterschied erwartet hatte, 
das durch Lackmus erhaltene Resultat zu bestitigen, da die 
Steigerung der Autolyse durch die Kohlensiure nicht nur von 
der hierdurch bewirkten Zunahme der Aciditét abhingt, son- 
dern auch noch ein spezifischer Einflu8S vorhanden ist. Es 
ergiebt sich dies, sowohl wenn man die Autolyse nach der Zu- 
nahme des nichtkoagulablen Stickstoffs wie nach der Menge 
freiwerdender Aminogruppen bestimmt. So bringt ein Zusatz 
von so viel H,SO,, daB die Lésung daran 0,0011 normal ist, und 
[H:] = 5,6-10~7, eine Steigerung von 44,9°/o!) (inkoagul.-N) 
bezw. 8,1°/o (Amino-N), eine anfangliche Durchleitung eines 10°/o 
CO, enthaltenden Gemisches mit [H:] = 4,5-10~* aber eine 
Steigerung von 50,4°/o, bezw. 10,7°/o, hervor. Noch deutlicher 
ist der spezifische Einflu8 der Kohlensdure bei der anfinglichen 
Durchstrémung mit reiner CQ, zu erkennen. In einer solchen 
Probe ist [H'] = 21,4-10~—’ und die Steigerung der Autolyse 
154 °/o, bezw. 80,4°/0; H,SO,-Zusatz, so daB die Lésung 0,0033 
normal daran ist, bei [H'] = 33,9 - 10—", aber nur eine Steige- 
rung von 122°/o,!) bezw. 45,8°/o. 

Ein dem hier konstatierten ahnlicher spezifischer Einflub 
der Kohlensaure hat sich auch bei anderen biologischen Ob- 
jekten ergeben. So konnte ich ihn vor kurzem in Gemein- 


schaft mit Verzar?) bei der Wirkung der Kohlensdure auf das 
(Fortsetzung S. 124.) 





') Diese Steigerung ist eigentlich noch etwas geringer, da die Ent- 
eiweifung in Gegenwart von K,SO,, das bei der Neutralisation entsteht, 
nicht ganz so vollstaéndig verliuft, wie ohne Gegenwart des Salzes. Es 
geht dies aus den Proben 33 und 34 hervor, ferner aus Probe 2, Vers. XV, 
S. 114, und aus Probe 18, Vers. LVIII, S. 117. 

*) E. Laqueur u. F. Verzar, Pfliigers Arch., Bd. 143, S.395(1911). 








120 Ernst Laqueur, 
(S, 120 und 121 als eine Seite zu lesen.) 

Versuch LXVII. Hund. Leber mit 20°o Glaspulver. Zu allen Proben 
~— jede gesondert — mit dem betreffenden Gas durchstrémt, und zwar immer go. 
pneumatischen Wanne stehende Flasche festgestellt wurde. Die Durchleitung ge. 
Gasometern hergestellt; da diese ganz mit dem Gemisch gefiillt wurden, ist eine 
18 Stunden. — Die Proben unterscheiden sich duferlich deutlich voneinander. Die 


milchige Emulsion dar, dagegen ist in den andern Flaschen eine viel deutlichere | 


bezw. H,SO, zugesetzt ist, um so deutlicher; die Fliissigkeit ist dann ganz klar, 
tration, desto mehr geschwunden, vdllig in den starker konzentrierten Proben. Voy 
aus Wasser bezw. soviel Kubikzentimeter "/10-Lauge, als vorher Saure zugesetz| 
wurden sofort nach der Herausnahme aus dem Brutschrank mit einer sterilen Pipette 
wurden dann vor dem Aufkochen nur 7,5 ccm Flissigkeit (Aq. bezw. Lauge) und 
aufgefiillt wurden, sind natiirlich die Analysenwerte fiir 50 ccm Filtrat kleiner als 
rechnet, aber bei den Mittel- und Autolysenwerten nicht beriicksichtigt. 

Bei der Berechnung der prozentischen Differenz in den Autolysenwerten sind 
sondern auf einen um 9,0°/o héheren Wert; denn nach friheren Erfahrungen ist 


(Proben 1 u. 2 in Versuch LXb [S. 109]; 1 u. 2 in Versuch XXVI |S. 107]; 6 in| 


._ fo 


Die zur Messung der H-lonenkonzentration entnommenen Anteile werden in 


Luft mehr enthalten ist. Die Gliser stehen bis zur Messung in Eis. Zur Messung | 


Form beschickt und abwechselnd gemessen. 



























































: i Milli- Bestimmung nach Kjeldahl 
Nor- mol. Se oe 
Bre; malitit | H,SO, Analysen- = 
Nr. “" | Bemerkungen an | 2 | mittel | Lésl. N in mg | | Auto- "0% 
auf | in ccm | | ‘run 
HS04 1 10 g | 0,1035-n- | fitr 10 g Leber lyse | : 
in g 4 Leber| Lauge | | 'in °%/o 
9.1 7,49 ae pee 3,13 29 25) ne ) 
19.] 7,48 ila — _ 3,02 28, 35 J | 
’ sofort ’ oe oe 
3.1 7,56 |( verarbeitet | 3,35 31,0 |. 
jaa 0,0011} 0,183 30,0 
4.1 7,55 7) j 3,12 29,0 J | 
ir nr | sofort aufge- “am _ _— 26,6) soi ties 
10 7.63 kocht, dann in ——— : 2,85 26,2 . 
1) 7 58 | den Brutschrank ‘anon 0,183 295 97 5 126.85 | = ied 
(45,0) 
l.| 7,57 -- -— 7,65 (70,9 41,3 | — 
21.[ 7,93 || Reine Luft] — | — kpt. | — alle is 
[Li.] 7,51 | ( durchgeleitet ~— — 6,15 74,5] i— — 
(30.] 7,46 |) — 5 we 6,15 (75,1) —|-I| 
(Fortsetzung 


') in Teil der elektromotorischen Messungen wurde nach langerem Aufent- 
246-107 ‘; fiir Probe 15 nach 34 Stunden 34,7 - 107 ¥e bei den CO,-Proben hatte 
nommen und es ergaben sich niedrigere Werte, z. B. fiir 14 nach 32 Stunden (Gehalt 
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‘oben #00 ccm Fliissigkeit (Aq. bezw. -+- /10o-H,SO, und 5 cem Toluol. Die Proben wurden 
r so- Hinge, bis 1,31 hindurchgegangen war, was durch eine nachgeschaltete in einer 
g ge. Mehah stets in ca, 8 Min. Die Gasgemische wurden kurz vor dem Gebrauch in 
eine @psorption der Kohlenséure durch Wasser vermieden. — Dauer der Autolyse 
Die Muftproben sind am gleichméfigsten, die dariiberstehende Fliissigkeit stellt eine 
chere @rennung vom Bodensatz und Fliissigkeit kenntlich, und zwar ist sie, je mehr CO, 
klar, Bei den H,SO,-Proben ist die urspriingliche rote Blutfarbe, je grifer die Konzen- 
Vor Mem Aufkochen werden zu allen Proben 10 ccm Flissigkeit hinzugefiigt, bestehend 
setzt Hear: ferner 4 ccm 15°/o KH,PO,. — Aus den in eckiger Klammer stehenden Proben 
pette Mngefihr 23 ccm zu elektrometrischen Messungen entnommen. Zu diesen Proben 
und hr 3 ccm 15°/o KH,PO, hinzugesetzt. Da sie nach dem Kochen auch auf 200 cem 
r als Mei den andern Proben. Des Vergleichs halber sind sie zwar auch weiter ausge- 


sind @be Werte der H,SO,-Proben nicht auf die Proben mit Luftdurchleitung bezogen, 
n ist @ die anfangliche Luftdurchleitung von einer Hemmung von ca. 9,0°/o gefolgt. 
6 in @Mersuch XXVII [S. 100].) 

n in @eagenzglaser so gefillt, daf\ darin, nach Verschluf mit einem Gummistopfen, keine 
sung @ner Probe wurden meistens gleichzeitig zwei Elektroden der Michaelis-Ronaschen 









































Bestimmung nach Sérensen 
a nbiciin: eaumaaiaah’ ——. H-lonen- 
: ittel in ccm) utolyse 
\nde- | bezogen |—___—_ ssscncaiemeiaaiatniiansiiiiiniaialiia sie lsiiemiiiiiaiiien : 
0.1035-n- ; a | lauf 7.50 g in mg N fiir : konzentration 
rung [ME Lauge fir | 244 499 S| Be | Brei | - _— ‘Anderung H] 1077 4 
> \Mbeom Filtrat, _ Brei funden _‘Filtrat von |, : 
n° ojm@ cen Filtrat, | bezogen | 10 g Leber | in °%/o 
5,09 5,10 | | 
3,10 5,11 | 
—— a he, | ee — — — 
9,25 5,21 | 
5,25 5,21) | 
— 193,72 (4,84) | 4,82] — | - ~- -- 23 
5,08 4,96 | | 
a ge | \ 494 a oe | he | ate = 
4,99 4,93 J [ o - ieee _ 7 
fiir die gleiche — 
Verdiinnung M),7| 
des Filtrats | Rosas: te 
— 6,77 — 1,61 159 | 37,2 — — 
AB kp a oe eee " id 
-- (4,79 6,22 1,06 | 1,06) | -- ~- 3,24 | 
— |B (491 6,38 1,22 ; 1,23) | — /(o— 2.95 | 














etzung stehend.) 

ifent- @@ der Lésungen in Eis wiederholt: so ergab sich fiir Probe 30 nach 36 Stunden 
hatte @@1n natiirlich der CO,-Gehalt entsprechend dem entstandenen Lultraum abge- 
iehalt @ 4° CO,) 2,98- 107%. 
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Ernst Laqueur, 


Versuch LXvI|@ 

































































"a Milli- Bestimmung nach Kjeldahl 
Nor- | mol. ———___ 
—_ malitit] H,SO, | Analysen- | | 
Nr. Bemerkungen | an 2 mittel | Lésl. N in mg | /Auto- | | Ande. 
auf in ccm ian 
an 801 10 g | 9,1035-n- | fiir 10 g Leber lyse | mn 
in g * Leber} Lauge | | | in % 
2.) 7,57 Gemisch 9,50 88,0) sie | dee | 8 
re 5% CO, - ~f 99,6 | 99,5 -- 3d, 
22.1 7,45 1). “op oy Lat) — ae 8,75 82,5 f lujee 
[{2.] 7,53 |} durchgeleitet 7,30 88,2] —_ |}; — 
3.1 7,54 — 10.16 | 94,4 oo on 
e | J4, r ry 4+ 4 
23.] 7,62 =" * 10,0011] 0,183} 10,30 94.8 | : ql ' 
Zusatz | 
(13. ] 7,52 8,03 97,2] a 
4.] 7,47 Gemisch 9,80 91,6 | on | wes tw 
m6 10 %l0 GC 2. all Tr 
24.1 7,52 4-90 %o renl om 9.80 91,4] | 
(14.] 7.46 |] durchgeleitet 7,7 94,2] —|- 
d.] 7,47 H.SO 13,80 129,4 128.2 99,8 | 129 
25.1 7,58 “~~ * 10,0083] 0,55 13,72 | 127,0f° ’ + - 
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; ie $0°/o CO 4, 0,2 \-- 86 
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| ae  s © 8 iw _ ws 
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eal ' : 0,010 | 1,666 | 
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8.] 7,57 | 13,67 126 8) 134.3 ! 104.9 4 34 
28.] 7,52 || Reine CO, 15,20 | 141,8] | 
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[31.] 7,54 11,65 140,8] | 

















Alle Proben bis auf 12, 15, 18, 31 steril. 








Die Impfproben von diesen vie 


nicht sterilen Proben ausschlieflich solche sind, bei denen nachtraglich Inhalt ™ 
hineingelangt sind. 
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XVILBportsetzung. 
Bestimmung nach Sérensen i 
a | eee pene ne H-lonen- 
: utolyse 
\ de- Mittel in ccm) bezog RS RIE arc ho mse - , 
nd ().1035-n- | — auf 7.50 o| in mg N fiir 4 konzentration 
ause far | auf 7,50 g| ge- | ’. °| das ganze |Anderung , - 
4A ; | iltr ’ . 
ite ‘ | B el funden | Brei Filtrat von [Hi ] 10 ; 
in 9, Mpocem Filtrat| r | bezogen | 40 g Leber | in %o 
6,97 | ine alll cag ee 7 
6.76 — 1,60 | 1,61] : 
[5,27 | 6,85 1,69 | 1,68] -- — ? verloren 
_ STE Meee lenenvenmunee sv onrtiae 
7.06 | — 1,90 |1,89 . 
on vlan th88| | 44,0 «| + Bt “ 
7.06 ne 1,90 | 1,87) 
(5,37 | 6,98 1,82 | 1,82 one _ 5.6 
, & es 72 1 re 
- a lim ste +. 10,7 _ 
6.95 oe 1,79 |1,79J °° | | 
(5,31 6,90 1,74 | 1,75] _ _ 45 
7 7 a? Poke | 
7,68 2,52 293 \ 9 59 59.0 4. 45,0 -_ 
7,71 — 255 | 2,52) 
(5,93 7,71 2,55 | 2,55] — — 33,9 
7,26 - 2,10 | 2,09 i pea ook ~ 
7,41 _ 225 1225)’ , 
(5,64 7,33 217 | 214] ait _ 13,9 
8.86 — 3,70 | 3,72 - 
1 \s58) 83.7 +. 105,0 on 
8,60 — 3,44 | 3,44 J 
(6,79 8,83 3,67 | 3,64] — — 1070 | 992 
(6,49 8,42 3,27 | 3,24] — — 775) 
. a ——— —E - 
8.03 = 2.87 | 2,84 
| it lo g7 67,1 4. 80,4 - 
8.08 _ 292 |291f 
(6,19 8,05 2,89 | 2,98] | — — 20,4) _ 
(6.03 7,84 2,68 | 2,67] | — —_ 22,4f 


































































































oben zeigen erst am 4. Tag nach der Impfung einige aerobe Keime. Da die 
‘t Pipette entnommen wurde, so ist wohl anzunehmen, daf erst hierbei Keime 
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Atemzentrum nachweisen. Bei Durchstromung junger Kaninchen 
von der Aorta her mit CO,-haltiger Ringerlésung, wie dies 
Winterstein'!) angegeben hat, rufen die Kohlenséuregemische 
schon bei einer H-lonenkonzentration Atmungen hervor, wo 
Gemische mit anderen Séuren, auch bei groferer H-lonenkon- 
zentration, noch wirkungslos sind. 

Bei Gelegenheit dieser Versuche hatten wir auch schon auf 
die Overtonsche?) Erklairung solcher spezifischer Wirkungen 
hingewiesen, nach der sie an der Lipoidléslichkeit des Anions 
liegen sollten. Auch Herlitzka’) hat jiingst, unabhingig von 
uns, unsere Ergebnisse iiber den spezifischen Einflu8 der Kohlen- 
siiure auf das Atemzentrum bestatigt und in diesen wie in 
triiheren Versuchen die Bedeutung der Lipoidléslichkeit fiir 
diese Frage betont. 

Kehren wir zur Autolyse zuriick, so kénnte man, nach- 
dem eine spezifische Wirkung der Kohlensaure hierauf erwiesen 
ist, daran denken, ob nicht die steigernde Wirkung aller Saéuren 
letzten Endes auf die der Kohlenséure, die aus den Geweben 
freigemacht wird, zuriickzufiihren ist. Dies ist aber nicht der 
Fall. Den Saiuren als solchen, der Erhéhung der H-lonen- 
konzentration, kommt ein stark steigernder Einflu8 zu. Die 
Steigerung zeigt sich namlich auch dann, wenn die entstehende 
Kohlensiiure ausgetrieben wird. Der oben angefiihrte Versuch XV 
lait dies erkennen: H,SO, bringt eine Férderung der Autolyse 
hervor, wenn gleichzeitig Sauerstoff dauernd hindurchgeht. 
Die unmittelbare Bedeutung der H-Ionen fiir die Autolyse konnte 
man iibrigens auch schon aus der Tatsache erkennen, daf durch 
relativ starke Séurekonzentrationen sich noch erheblichere F6r- 
derungen als durch reine Kohlensaure erzielen liefen. 

Nach einem schon mehrere Jahre zuriickliegenden Be- 
funde Schryvers,*) wonach Milchsaure eine grifere Forde- 


‘) H. Winterstein, Pfliigers Arch., Bd. 138, S. 164 (1911). 

*) Overton, Pfliigers Arch., Bd. 92, S. 115. 

*) Herlitzka, A., Vorlauf. Mittlg., R. Academ., Torino 15. XII. 1911. 
— Herr Prof. Herlitzka hatte die Freundlichkeit, mich auf diese Mit- 


teilung aufmerksam zu machen. 
‘) S. C. Schryver, Biochem. Journ., Bd. I, S. 123 (1906). 
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rung der Autolyse hervorrief als Schwefelsaiure, ein Befund, den 
Arinkin') bestatigt hat, und nach den anderen Ergebnissen 
dieses Autors ist die Kohlenséure wohl nicht die einzige Saure 
mit einer spezifischen Wirkung; und es lohnte bei der Bedeutung 
gerade der erwihnten Saéuren im Organismus, den Vergleich 
unter Messung der H-lonenkonzentration genauer durchzu- 
fiihren und noch durch Bestimmung der Wirksamkeit anderer 
organischer Séuren zu ergiéinzen. Hierbei wiirde sich auch von 
selbst die Frage, welche Rolle die Lipoidléslichkeit dabei spielt, 
beantworten. 

Aus den hier wiedergegebenen Versuchen ergibt sich 
also als wesentlichstes Resultat : 

Sauerstoff bewirkt eine spezifische Hemmung, Kohlensiiure 
eine spezifische Forderung der Autolyse. Das tatsichliche Ver- 
halten entspricht also der in den Anfang dieser Mitteilung ge- 
stellten Annahme, dali diese beiden Faktoren einen bestimmt 
gerichteten Einflu{8 ausiiben. Zu dieser Annahme wiederum 
waren wir von unserer Hypothese aus gekommen, daf das 
autolytische Ferment auch im Leben eine Rolle spielt. In der 
«Norm», bei reichlicher Sauerstoffzufuhr, bei geringer Kohlen- 
saiurespannung, bei einer gewissen, die Neutralitét gerade tiber- 
steigenden Hydroxyl-Jonen-Konzentration, werden die autoly- 
tischen Vorgiinge auf einer geringen Hohe erhalten, bezw. durch 
entgegengesetzte Aufbauprozesse paralysiert; durch Sauerstoff- 
mangel mit seinen Folgeerscheinungen: Kohlenséureanhaufung, 
Abnahme der Hydroxyl-Jonen-Konzentration, erreichen sie groBe- 
ren Umfang. — Die schon von vielen Autoren geiiuferte An- 
nahme, daf die gesteigerte Eiweifbzersetzung bei krankhaften 
Zustinden und Vergiftungen auf mehr oder weniger direkten 
Sauerstoffmangel der Gewebe beruht, erhilt damit eine etwas 
scharfer umrissene Unterlage, die sich leichter experimentell 
angreifen laBt. 

Freilich ist nun, was die Gifte anlangt, die eine Wirkung 
auf den Eiweifizerfall, also auf intravitale autolytische Vorgange 
haben, in jedem einzelnen Falle zu untersuchen, wie weit ein 
direkter Einflu{ auf die autolytischen Fermente vorliegt, wie 





') Arinkin, l. c. 
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Atemzentrum nachweisen. Bei DurchstrOmung junger Kaninchen 
von der Aorta her mit CO,-haltiger Ringerlosung, wie dies 
Winterstein') angegeben hat, rufen die Kohlensauregemische 
schon bei einer H-lonenkonzentration Atmungen hervor, wo 
Giemische mit anderen Séuren, auch bei gréferer H-Ionenkon- 
zentration, noch wirkungslos sind. 

Bei Gelegenheit dieser Versuche hatten wir auch schon auf 
die Overtonsche?) Erklirung solcher spezifischer Wirkungen 
hingewiesen, nach der sie an der Lipoidléslichkeit des Anions 
liegen sollten. Auch Herlitzka’) hat jiingst, unabhiangig von 
uns, unsere Ergebnisse iiber den spezifischen Einflu8 der Kohlen- 
siure auf das Atemzentrum bestiatigt und in diesen wie in 
friiheren Versuchen die Bedeutung der Lipoidldéslichkeit fiir 
diese Frage betont. 

Kehren wir zur Autolyse zurtick, so kénnte man, nach- 
dem eine spezifische Wirkung der Kohlensaure hierauf erwiesen 
ist, daran denken, ob nicht die steigernde Wirkung aller Sauren 
letzten Endes auf die der Kohlensaéure, die aus den Geweben 
freigemacht wird, zuriickzufiihren ist. Dies ist aber nicht der 
Fall. Den Sauren als solechen, der Erhéhung der H-Ionen- 
konzentration, kommt ein stark steigernder Einfluf zu. Die 
Steigerung zeigt sich naémlich auch dann, wenn die entstehende 
Kohlensiure ausgetrieben wird. Der oben angefiihrte Versuch XV 
lait dies erkennen: H,SO, bringt eine Férderung der Autolyse 
hervor, wenn gleichzeitig Sauerstoff dauernd hindurchgeht. 
Die unmittelbare Bedeutung der H-Ionen fiir die Autolyse konnte 
man tibrigens auch schon aus der Tatsache erkennen, daB durch 
relativ starke Séurekonzentrationen sich noch erheblichere F6r- 
derungen als durch reine Kohlensdéure erzielen liefen. 

Nach einem schon mehrere Jahre zuriickliegenden Be- 
funde Schryvers,*) wonach Milchsaure eine gréfere Férde- 


‘') H. Winterstein, Pfliigers Arch., Bd. 138, S. 164 (1911). 

*) Overton, Pfliigers Arch., Bd. 92, S. 115. 

*) Herlitzka, A., Vorlauf. Mittlg., R. Academ., Torino 15. XII. 1911. 
— Herr Prof. Herlitzka hatte die Freundlichkeit, mich auf diese Mit- 


teilung aufmerksam zu machen. 
‘) S. C. Schryver, Biochem. Journ., Bd. I, S. 123 (1906). 
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rung der Autolyse hervorrief als Schwefelsiure, ein Befund, den 
Arinkin!) bestatigt hat, und nach den anderen Ergebnissen 
dieses Autors ist die Kohlensaéure wohl nicht die einzige Saure 
mit einer spezifischen Wirkung; und es lohnte bei der Bedeutung 
gerade der erwihnten Saéuren im Organismus, den Vergleich 
unter Messung der H-lonenkonzentration genauer durchzu- 
fiihren und noch durch Bestimmung der Wirksamkeit anderer 
organischer Séiuren zu ergiinzen. Hierbei wiirde sich auch von 
selbst die Frage, welche Rolle die Lipoidléslichkeit dabei spielt, 
beantworten. 

Aus den hier wiedergegebenen Versuchen ergibt sich 
also als wesentlichstes Resultat : 

Sauerstoff bewirkt eine spezifische Hemmung, Kohlensiiure 
eine spezifische Forderung der Autolyse. Das tatsichliche Ver- 
halten entspricht also der in den Anfang dieser Mitteilung ge- 
stellten Annahme, dali diese beiden Faktoren einen bestimmt 
gerichteten Einflu{ ausiiben. Zu dieser Annahme wiederum 
waren wir von unserer Hypothese aus gekommen, daf das 
autolytische Ferment auch im Leben eine Rolle spielt. In der 
«Norm», bei reichlicher Sauerstoffzufuhr, bei geringer Kohlen- 
siurespannung, bei einer gewissen, die Neutralitaét gerade tiber- 
steigenden Hydroxyl-Jonen-Konzentration, werden die autoly- 
tischen Vorgiinge auf einer geringen Hohe erhalten, bezw. durch 
entgegengesetzte Aufbauprozesse paralysiert; durch Sauerstoff- 
mangel mit seinen Folgeerscheinungen: Kohlenséureanhiufung, 
Abnahme der Hydroxy!-Jonen-Konzentration, erreichen sie griBe- 
ren Umfang. — Die schon von vielen Autoren geiiuBerte An- 
nahme, dab die gesteigerte Eiweifzersetzung bei krankhaften 
Zustinden und Vergiftungen auf mehr oder weniger direkten 
Sauerstoffmangel der Gewebe beruht, erhalt damit eine etwas 
schirfer umrissene Unterlage, die sich leichter experimentell 
angreifen laBt. 

Freilich ist nun, was die Gifte anlangt, die eine Wirkung 
auf den Eiweifzerfall, also auf intravitale autolytische Vorgange 
haben, in jedem einzelnen Falle zu untersuchen, wie weit ein 
direkter Einflu8 auf die autolytischen Fermente vorliegt, wie 
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weit die Gifte nur die Bedingungen zu deren grOoferer Wirk- 
samkeit schaffen, wozu als wichtigste also Sauerstoffmangel 
gehorte. So wire, um ein Beispiel anzufiihren, die Tatsache, daB 
linger dauernde Narkose zu einer verstarkten EiweifBzersetzung 
fiihrt, zum Teil durch eine indirekte Wirkung auf das autolytische 
Ferment zu deuten: die Narkotika schadigen die Sauerstoffver- 
sorgung — ich erinnere an die Theorie Biirkers!) und Mans- 
felds?) — und fordern dadurch die autolytischen Vorgange; zum 
Teil kommt aber auch eine direkte Aktivierung des autolytischen 
Fermentes in Betracht, denn Chiari fand in Hans Meyers In- 
stitut*) die postmortale Autolyse erhéht, wenn die Tiere vor dem 
Tode stark narkotisiert waren. — Hier mag auch noch ein Versuch 
angefiihrt werden, der fiir eine indirekte Wirkung grade der 
Substanzen (Salicylséure), die ich hinsichtlich ihrer Autolyse- 
Beeinflussung untersucht habe, sprechen kénnte (s. Vers. XIlIla). 

In diesem Versuche ist die Férderung der Autolyse durch 
salicylsaures Natrium relativ am gr6Bten in Proben, durch die 
Sauerstoff geleitet wird, relativ am geringsten in solchen, durch 
die Kohlenséiure geht, wahrend sie bei gewohnlich unter Luft 
gehaltenen Proben eine mittlere GréBe hat. Man kann dies so 
auffassen, dali die wesentliche Wirkung des salicylsauren Na- 
triums darin besteht, die Hemmung durch den Sauerstoff auf- 
zuheben; im Falle kein solcher vorhanden ist [CO,-Durchlei- 
tung] wird dementsprechend auch die Férderung relativ am 
schwiichsten sein. Ich will aber hier ausdriicklich betonen, da’ 
dieser SchluB nur mit allem Vorbehalt im Hinblick auf weitere 
Versuche zu ziehen ist. — 

Nach Abschluf dieser Versuche erschien vor kurzem eine 
Arbeit von Mansfeld und Miiller,*) wonach die vermehrte 
Stickstoffausscheidung bei geringem Sauerstoffmangel auf eine 
Hyperfunktion der Schilddriise zuriickzufiihren sei. Wird die 
Schilddriise exstirpiert, so bewirkt der Sauerstoffmangel eher 

') K. Biirker, Zentralbl. f. Physiol., Bd. 24, S. 163 (1910). 


*) G. Mansfeld, Pfliigers Arch., Bd. 129, S. 69 (1909). 
‘) H. H. Meyer, Miinch. Medizin. Wochenschrift, Bd. 56, S. 1577, 


(1909), 
) G. Mansfeld und Fr. Miiller, Pfliigers Arch. Bd. 143, S. 157 


(1911). 
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das Gegenteil, eine gewisse Verringerung der Stickstoffaus- 
scheidung. 

Versuch XIIla. Hund, verblutet. Behandlung wie in Ver- 


such XII (S. 87). 20,6°/0 Glaspulver. 150 com Filiissigkeit (0,9°,0 NaCl 
+. 1,0 Na salicylic.) -+- 10 cem Toluol. — Dauer 23 Stunden. 









































Nasalicylicum) Ana-} Las), N “pen el 
_ | Brei Bemer- Pro- | in mg lysen- in mg |Aulo-| Kin- Kinflub 
Nr. zent- | oof mittel] fluff ‘des N 
kungen jgehalt, * in / fur 10 g lyse . - E . 
| der g nih _—— des sali- 
in g Lisung Leber Gases | cylic. 
1.] 19,65 sia | 4,91] 26,6 
9 On wnat = | — ner ( 27,8 — ‘ii ae 
2.1 21,251) 5,77] 28,9) | 
11. | 21,08 — — | — | 12,50] 63,0) 63.41 35.6 
13.| 19,75 a — | — |11,85f 639f “7 | | 
| 12. | 16,98 — na | 10,12 63,9 | 67.01 39.2 1. 98 
- ’ yt ’ i dace Q ’ 
F 14. | 20,92 — | | 13,76] 70,0f - 1 
| [3. | 19,75 —- | — 19,98 |107,6 79,8] —_- |; — 
P ' Kohlen- 2 
d. | 21,50 siure — | — 21,27 }105,0 77,2 J|-- 117. — 
dauernd | ¥ : 
4, 22,75 er oer \ 01! 84 22.96 106,7\ 5078 80.0 104 + 36 
te ’ x ’ 7 _— P >. 
6.J20,65)) FP" [fo | Pet tettosgf i 
(7. | 20,21 . — | — | 11,06] 58,1 30,3) | — — 
9] 22.35 “stort — | — | 12,14] 56,8 2998 |— 163 — 
(8.]19,57]( “durch |), | 11,26] 61,3 ani — | - 
. geleitet 0,1 | 8,4 ‘ Qr 
10. | 20,55 |) J | 12,19] 63,3 35,4 |— 9.6-1-18,6 





Die Proben bis auf 3, 7 und 8 steril. 





Ich glaube nicht, daf diese Versuche schlechthin meinen 
Ausfiihrungen iiber die Wirkung des Sauerstoffmangels auf die 
Gewebe widersprechen. Einmal haben mir stets die Erfahrungen 
liber starkeren Sauerstoffmangel vorgeschwebt, dann aber ist 
auch ganz sicher, daf die autolytischen Fermente nicht in allen 
Teilen ein und desselben Organs, geschweige in den verschie- 
denen Organen die gleichen sind; und es ist darum gern zu- 
gegeben, daB bei geringem Sauerstoffmangel nur bestimmte 
Organzellen ihre autolytischen Fermente aktivieren, wenn andere 
noch nicht betroffen werden. 
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Es ist interessant, dafi auch Mansfeld und Miiller diese 
Auffassung haben, und ausdriicklich bemerken, daB sie nicht 
glauben, dafi durch Sauerstoffmangel die Schilddriisenzellen 
etwa in gleicher Weise «erregt» werden, wie z. B. Speichel- 
driisenzellen durch Pilocarpin, sondern dafi man sich vielmehr 
zu denken hat, dai die Schilddriisenzellen besonders leicht 
autolytisch zerfallen, und dies autolytische Produkt dann auf 
die anderen Korperzellen wirkt. Ftir diese Ansicht Mansfelds 
und Millers koénnte man noch altere, und in diesem Zusammen- 
hange noch nicht beriicksichtigte Versuche Peisers!) anfiihren, 
wonach die Schilddriise ein Organ darstellt, das Stoffwechsel- 
schiidigungen mit Verinderungen seines Baues_ beantwortet, 
die als «modifizierte Autolyse» aufgefabt werden. Ferner kommt 
ein Befund Schryvers?) in Betracht, wonach die Leberautolyse 
von Katzen, die mit Schilddriisen gefiittert worden sind, schneller 
verliiuft. — 

Wir haben bei den autolytischen Fermenten ausschlieBlich 
an soleche gedacht, welche die komplexen stickstoffhaltigen Sub- 
stanzen in den Zellen angreifen. Wie weit ahnliche Gesichts- 
punkte bei dem intracelluléren Abbau der stickstofffreien Stoffe 
anzunehmen sind, mul} weiterer Untersuchung vorbehalten sein. 
Erwiihnenswert scheint mir aber die wichtige, letzthin von 
Lesser®) gefundene, Tatsache, daf abnlich, wie bei Sauerstoff- 
mangel ein verstiirkter Zerfall der Eiweilistoffe gefunden wird, 
hierbei auch eine auferordentliche Zunahme im Abbau der 
komplexen Kohlenhydrate eintritt: Frésche bauen unter Anoxy- 
biose 17°/o mehr Glykogen ab als unter normalen Bedingungen 
gehaltene Vergleichstiere. 


Zusammenfassung. 


Entsprechend der Vorstellung, dafi Sauerstoff- und Kohlen- 
siurespannung in den Geweben zu den regulierenden Faktoren 
des Abbaues des KoérpereiweiBes gehéren, tiben Sauerstoff 


') J. Peiser, Zeilschr. fiir experim. Pathol. u. Therapie. Bd. 3, 
S515 (1906). 

*) S. B. Schryver, Journ. of physiol., Bd. 32, S. 160 (1905). 

*) E. J. Lesser, Ztschrft. f. Biolog., Bd. 56, S. 467 (1911). 
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und Kohlensaéure einen spezifischen Einfluf8 auf das 
autolytische Ferment der Leber aus. 

Sauerstoffhemmt, Kohlensiéurefirdert die Autolyse. 

Der Einfluf8 des Sauerstoffs ist insofern spezifisch, als 
er sich nicht durch die Austreibung der urspriinglich vorhandenen 
und wahrend des Prozesses entstehenden Kohlensiiure erkliiren 
laBt und auch nicht durch ein anderes Gas (Stickstoff, Wasser- 
stoff, Kohlenoxyd) hervorzurufen ist. Diese Gase bringen vielmehr 
durch ,Verdrangung des Sauerstoffs eine geringe Férderung 
hervor. Die Hemmung der aseptischen Autolyse durch kom- 
primierten Sauerstoff ist sehr grof. 

Der Einflu{B der Kohlensiure ist spezifisch, weil ihre 
Siiurenatur, die zweifellos eine sehr wesentliche Ursache der 
Forderung darstellt, zur Erklaérung nicht ausreicht: eine andere 
Saure bewirkt, auch wenn sie eine grOéfere Aciditaét hervorruft 
(mittels Lackmus und elektrometrischer Bestimmung festgestellt), 
geringere Steigerung der Autolyse. Die Férderung der Autolyse 
durch Saéuren beruht aber jedenfalls nicht ausschlieflich auf 
der Austreibung von Kohlenséure aus dem Gewebe. 

Kohlensiiure hat schon in geringen Konzentrationen, 
die den normalen im Blut gemessenen Spannungen entsprechen 
(um 5°/o einer Atmosphire) eine deutliche Wirkung, die sich 
bei weiterem Ansteigen der Konzentration sehr verstarkt. 
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Uber Alkoholgarung. 
I. Mitteilung. 


Uber die Bildung von Acetaldehyd bei der alkoholischen 
Zuckergarung. 
Von 


S. Kostytschew. 


Botanisches Laboratorium des Technologischen Instituts in St. Petersburg.) 





(Der Redaktion zugegangen am 19. April 1912.) 


Der Mechanismus der alkoholischen Girung ist bis jetzt 
noch nicht aufgeklirt. Nur in betreff der ersten Phase der 
Gérung haben Harden und Young!) und A. v. Lebedew?) 
dargetan, dafs zunichst eine esterartige Verbindung der Monosen 
mit zwei Molekiilen Phosphorséure von der Zusammensetzung 
CH, ,0,(H,PO,), entsteht. Hierdurch ist nunmehr der Umstand 
aufgeklirt worden, dali siimtliche vergiirbaren Hexosen glatt 
in Athylalkohol und Kohlendioxyd zerfallen. Es ergab sich 
niimlich, daB Glukose, Fruktose und Mannose eine und dieselbe 
Hexosephosphorsiiure bilden; letztere liefert bei der Hydrolyse 
immer nur Fruktose und Phosphorsdaure. 

Die genannte Esterbildung bietet jedoch selbstverstindlich 
keine Anhaltspunkte fiir die Beurteilung des Mechanismus der 
Zuckerspaltung, da der Ester die noch nicht zersetzte Hexose 
enthiilt. 


1) Harden and Young, Proceed. of the Royal Soc., Bd. 77, S. 405 
(1906); Bd. 78, S. 369 (1906); Bd. 80, S. 299 (1908); Zentralblatt fiir 
Bakteriol. Abt. Il, Bd. 26, S. 178 (1910); Young, Proceed. of the Chem. 
Soc., Bd. 23, S. 65 (1907); Proceed. of the Royal Soc., Bd. 81, 5. 528 
(1909); Biochemische Zeitschrift, Bd. 32, S. 177 (1911). 

*) A. v. Lebedew, Biochemische Zeitschrift, Bd. 20, S. 114 (1909) ; 
Bd. 28, S. 213 (1910); Bd. 36, S. 248 (1911). Vgl. auch Euler und Fodor, 
Biochem. Zeitschrift, Bd. 36, S. 401 (1911). 
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Weiterhin wurde von Boysen-Jensen!) und vonBuchner 
und Meisenheimer?) die Ansicht entwickelt, daf Dioxyaceton 
ein intermediares Garungsprodukt vorstellt. Die letztgenannten 
Forscher haben gefunden, dafi Dioxyaceton ziemlich gut ver- 
giirbar ist. Nun ist aber Dioxyaceton noch immer ein typisches 
Kohlenhydrat und enthialt keine Methylgruppe; infolgedessen 
ist die Bildung von Athylalkohol und Kohlendioxyd aus Dioxy- 
aceton ebenso riitselhaft, wie aus Hexosen. Ubrigens kann die 
Vergiirbarkeit des Dioxyacetons auf Grund der Angaben von 
A. v. Lebedew*) dadurch erklirt werden, dafi zunichst durch 
‘eilweise Umwandlung von Dioxyaceton in Glycerose und nach- 
folgende Aldolkondensation Fruktose entsteht. Zugunsten dieser 
Auffassung spricht der Umstand, daf aus Dioxyaceton ebenfalls 
die bekannte Hexosephosphorsdure gebildet wird.*) Die 
Untersuchungen von Slator®) tiber die Kinetik der Dioxyaceton- 
vergirung sind ebenfalls schwer in Einklang zu bringen mit 
der Hypothese der intermediiiren Bildung von Dioxvaceton bei 
der alkoholischen Gérung der Zuckerarten. 

Vom theoretischen Standpunkte aus sind mehrere ver- 
schiedenartige Méglichkeiten der Athylalkohol- und Kohlendi- 
oxydbildung aus Kohlenhydraten denkbar. Eine nihere Be- 
sprechung dieser Moglichkeiten halte ich um so mehr fir 
iiberfliissig, als eine erschépfende Zusammenstellung verschie- 
dener Theorien der alkoholischen Gaérung in der neuerdings 
verOffentlichten Arbeit von H. Franzen und O. Steppuhn®) 
bereits gegeben ist. Aus dieser Zusammenstellung ist sofort 
ersichtlich, dai auf rein theoretischem Gebiete keine weiteren 
Vorschritte méglich sind: da wir bis jetzt keinen von den bei 


') Boysen-Jensen, Botanische Berichte, Bd. 26a, 5S. 666 (1908). 

*) Buchner und Meisenheimer, Chemische Berichte, Bd. 43, 
S. 1773 (1910). 

*) A. v. Lebedew, Comptes rendus, Bd. 153, S. 136 (1911). 

4) A. v. Lebedew, |. c. Der Verfasser selbst setzt jedoch voraus, 
da die Hexosephosphorséiure durch Kondensation der Triosephosphor- 
sdure entsteht. 

*) Slator, Chemische Berichte, Bd. 45, S. 43 (1912). 

*) H. Franzen und O. Steppuhn, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 129 
1912). 
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der alkoholischen Girung auftretenden Stoffen mit Sicherheit 
als ein intermediiires Produkt der Garung erkannt haben, so 
sind wir offenbar nicht imstande, die Wahrscheinlichkeit einer 
jeden Theorie zu beurteilen. Folgende allgemeine Betrachtungen 
scheinen indes als Leitfaden fiir experimentelle Untersuchungen 
dienen zu koénnen. 

Da Oxydationsvorgiinge bei der alkoholischen Gérung nur 
im Sinne einer intramolekularen Sauerstoffanhéufung zustande 
kommen kénnen, so liegt die Annahme nahe, dafi Kohlendioxyd 
von einer Carboxylgruppe abgespalten wird; als eine Vorstufe 
der Bildung von Carboxylgruppen kénnte nun eine teilweise 
Umwandlung der Hydroxylgruppen in Carbonylgruppen voraus- 
gesetzt werden. Die zuniichst gebildeten Aldehyde bezw. Ketone 
kénnten dann als Material zur Bildung der unbestandigen Carbo- 
xylgruppen dienen. Andererseits kénnten Reduktionsvorginge 
zur Bildung des Athylalkohols fiihren. Die neuerdings ver- 
Offentlichten Untersuchungen von C. Neuberg und L. Karczag!) 
zeigen in der Tat, da in Hefepilzen ein Ferment (Carboxylase) 
enthalten ist, welches von den Carboxylgruppen CO, abspaltet. 
Auch die reduzierenden Eigenschaften der garenden Hefe sind 
ja schon liingst bekannt.2) Eine der soeben dargestellten Auf- 
fassung analoge Hypothese ist schon langst von W. L6b*) 
ausgesprochen worden; der genannte Forscher nimmt an, dab 
die erste Phase der alkoholischen Gérung nichts anderes 
ist als eine vollkommene Zertriimmerung der Zuckermolekiile 
unter Bildung von Formaldehyd; dieser Vorgang ist als eine 
«Losung der Aldolbindungen» im Zuckermolekiil aufzufassen. 
Aus obiger Darstellung ist ersichtlich, daf ich mich dieser An- 
sicht im allgemeinen anschlieBe; doch glaube ich nicht, dab 
der Spaltungsvorgang so weit fortschreitet, wie es W. LOb 


') C. Neuberg und L. Karczag, Biochemische Zeitschrift, Bd. 36, 
S. 68 und 76 (1911). 

*) KE. Buchner, M. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegiarung, 
S. 341 (1903). 

*) W. Léb, Biochemische Zeitschrift, Bd. 12, S. 78 und 466 (1908). 
Bd. 17, S. 132 und 343 (1909); Bd. 20, S. 516 (1909); Bd. 22, S. 103 (1909): 
Bd. 23, S. 10 (1909); Bd. 26, S. 231 (1910). 
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voraussetzt. Eine ausfiihrlichere Entwickelung all dieser Vor- 
stellungen (die freilich nur als eine Arbeitshypothese anzusehen 
sind) wird in einer anderen Mitteilung gegeben werden. 

Auf Grund der obigen Auseinandersetzungen erscheint 
es als lohnend, zu versuchen, die etwa intermediir gebildeten 
Aldehyde durch Polymerisation vor der weiteren Verarbeitung 
zu schiitzen. Zu diesem Zwecke habe ich die fermentative 
alkoholische Giérung in Gegenwart einer geringen Menge von 
ZnCl, in Gang gesetzt: derartige Versuche hatte schon friiher 
W. L6b') ausgefiihrt; der genannte Forscher hat aber andere 
Aldehyde bindende Mittel, und zwar Ammoniak, Phloroglucin 
und Anilinwasser verwendet und erhielt durchaus negative 
Resultate. ?) Das Zinkchlorid hat vor den von W. L6b benutzten 
Stoffen den Vorzug, dai es bereits in sehr geringen Mengen 
eine kraftige polymerisierende Wirkung auf Aldehyde ausiibt. 

Fiir die nachstehend beschriebenen Versuche wurde kiiuf- 
liches Hefanol (von A. Schroder in Miinchen) verwendet. Als 
Antiseptikum benutzte ich Toluol. 

Bereits die ersten Versuche ergaben das merkwiirdige 
Resultat, daB ZnCl, die CO,-Produktion des Hefanols auf Zucker- 
l6sungen auBerordentlich stark herabsetzt. Die Untersuchungen 
von E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn?) tiber die Wirkung 
der Mineralsalze auf die Zymasegirung haben dargetan, dab 
von allen untersuchten Stoffen nur CaCl], eine starke hemmende 
Wirkung auf die CO,-Produktion der Prefsifte ausiibt. Nach 
meinen noch nicht ver6ffentlichten Versuchen bewirkt auch 
MgCl, eine ungefahr gleich starke Hemmung der CO,-Produktion. 
Der hemmende Einflu8 von ZnCl, tbertrifft jedoch ganz be- 
deutend denjenigen von CaCl, und MgCl,, wie es aus nach- 
stehenden Versuchsergebnissen zu ersehen ist. Zu diesen Ver- 
suchen wurden Erlenmeyersche Garkolben mit Meisslschem 


') W. Lob, Zeitschr. f. Elektrochemie, Bd. 13, S. 511 (1907). 

*) Durch einen gliicklichen Zufall war mir diese Arbeit nicht be- 
kannt, als ich meine Untersuchungen eingeleitet habe. 

*) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirnng, 
S. 165 (1903), 
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Garverschlub ') verwendet. Die Salzmengen sind auf wasserfreie 
Substanz zu beziehen. 

{ Girk6lbchen mit folgendem Inhalte: 

Kolben A (Kontrolle) 3 g Traubenzucker, 3 g Hefanol, 
10 ccm Wasser. 








Kolben B 8 g Traubenzucker, 3 g Hefanol, 0,05 g CaCl,, ’ 
10 cem Wasser. 

KolbenC 8g Traubenzucker, 3 g Hefanol, 0,05 g Mg(l,, 

10 cem Wasser. 

Kolben D 3g Traubenzucker, 3 g Hefanol, 0,05 g ZnCl,, 
10 com Wasser. ; 

Ein jedes Kélbchen wurde auferdem mit 1,5 cem Toluol 
versetzt. Die Resultate des Versuches sind in folgender Tabelle 
zusammengestellt. | 

Kohlendioxyd in g. , r 
Zeit in Stunden iedhndicaibiasabicalimamiamatiabesis i 


A. Wasser | B. CaCl, | GC. MgCl, | D. ZnCl, 











29 019 | 016 | 0,18 0,06 
32 026 | O48 | 018 0,05 
42 037 | O49 | 0,22 0,02 
96 | 0,82 a 053 | 058 013 


Die in diesem Versuche verwendeten sehr geringen Mengen 
von CaCl, und MgCl, haben die Garungsenergie nur unbedeutend 
beeinfluft. Indes hat die gleiche Menge von ZnCl, eine un- 
gemein starke Hemmung der CQO,-Produktion hervorgerufen. 
Auf den ersten Blick kénnte es erscheinen, daf die so unbe- 
deutende Menge von ZnCl, eine Zerst6rung der Zymase_ be- 
wirkt; dies ist aber nicht der Fall: durch die Einwirkung von 
ZnCl, wird die Arbeit der Zymase nur verandert; da diese 
Veriinderung der Zymaseleistung die Geschwindigkeit des Zucker- 
zerfalls herabsetzen muB, ist allerdings selbstverstandlich. Nach 
Beendigung des Versuches wurde eine jede Portion mit 100 ccm 
Wasser versetzt und unter Eiskiihlung abdestilliert. Die Destil- 
lation wurde so lange fortgesetzt, bis 10 ccm in die Vorlage 





') E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirung, 
S. 80 (1903). 
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iibergingen. Die Untersuchung der Destillate ergab, dal nur 
die in Gegenwart von ZnCl, gegorene Portion D Aldehydreak- 
tionen aufwies. Sowohl in diesem als auch in anderen nach- 
stehend beschriebenen Vorversuchen lieferten die Destillate der 
in Gegenwart von ZnCl, gegorenen Portionen folgende Reak- 
tionen: 1. Bildung von Silberspiegel, 2. Rote Fiirbung mit fuchsin- 
schwefliger Saure, 5. Blaue Farbung mit einer verdiinnten Lésung 
von Nitroprussidnatrium und Diithylamin. Letztere Probe er- 
gibt nach Rimini!) nur mit Acetaldehyd positives Resultat. 

Es ist also ersichtlich, daB in Gegenwart von ZnCl, tat- 
sichlich Aldehyde entstehen. Durch Anwendung der vorstehend 
beschriebenen Methode scheint es also méglich zu sein, den 
fermentativen Vorgang der alkoholischen Girung durch teilweise 
Polymerisation der Aldehyde zu verandern und auf diese Weise 
die Zwischenprodukte der Giérung zu isolieren. Die Ergebnisse 
des folgenden Versuches zeigen, dai die Hemmung der CO,- 
Produktion des Hefanols durch ZnCl, allem Anschein nach nur 
auf die Polymerisation der Aldehyde, aber nicht auf direkte 
Schiidigung der Girungsfermente zuriickzufiihren ist. Es ergab 
sich, dab gleiche Mengen von ZnCl, auch bei verschiedenen 
Konzentrationen eine ziemlich gleiche Hemmung der CO,-Ab- 
scheidung bewirken. Kin die Zymase zerstOrender Stoff sollte 
dagegen mit Zunahme der Konzentration eine stiirkere Wirkung 
austben. 

4 Girkélbchen mit Meisslschem Verschlul. 

A. 3g Hefanol, 0,05 g ZnCl, und 10 ccm Wasser. 

B. 3 g Hefanol, 3 g Traubenzucker, 0,05 g ZnCl, und 
10 cem Wasser. 

C. 3 g Hefanol, 3 g Traubenzucker, 0,05 g ZnCl, und 
20 ecem Wasser. 

D. 3 g Hefanol, 3 g Traubenzucker, 0,05 g ZnCl, und 
50 cem Wasser. 

Ein jedes Koélbchen wurde mit 1 ccm Toluol versetzt. 
Die Ergebnisse des Versuches sind in folgender Tabelle zu- 


sammengestellt. 





’) Rimini, Chemisches Zentralblatt, Bd. 69, S. 297 (1898, II). 
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Kohlendioxyd in g. 
Zeit in , 


Stunden 





A. Wasser ++ |B. Zucker 30°C. Zucker 15°/o| D. Zucker 6°/o 
ZnCl, 0,5°/o | + ZnCl, 0,5°/o |4- ZnCl, 0,25°/o| ++ ZnCl, 0,1%/o 











48 0.05 | 0,09 0,08 | 0,08 
2) 0,02 | 0,03 | 002 0,01 
68 0,07 0,12 0,10 | 0,04 


! 


Ein Kontrollversuch mit demselben Hefanolpraparat ergab, 
dafi in Abwesenheit von ZnCl, die CO,-Abscheidung auf 30 °/o- 
iger Traubenzuckerlésung zweimal gr6fer ist als auf 6°/oiger 
Traubenzuckerlésung. Bei der Selbstgirung des Hefanols in 
Gegenwart von ZnCl, (Kolben A) wurde sogar eine grofere 
CO,-Menge gebildet als bei der Gérung auf 6°/oiger Trauben- 
zuckerlésung. Ein wesentlicher Unterschied bestand aber darin, 
dafi bei der Selbstgiérung keine Spur von Aldehyd entstand, 
wihrend die Destillate der Portionen B, C und D scharfe Al- 
dehydreaktionen zeigten. 

Die weitere Untersuchung bezweckte in erster Linie die 
Aufklirung der chemischen Natur der in Destillat ibergehenden 
fliichtigen Aldehyde. Zuniéchst wurde die fiir gute Aldehyd- 
ausbeute notwendige absolute Menge und Konzentration von 
ZnCl, ermittelt. Die Menge des gebildeten Aldehyds wurde bei 
diesen Vorversuchen nach der Intensitét der Reaktionen mit 
fuchsinschwefliger Siiture bezw. mit Nitroprussidnatriumlésung 
und Diathylamin annahernd geschitzt. Dieses auch bei der 
Spiritusfabrikation gebriuchliche kolorimetrische Verfahren ') 
erwies sich fiir obige Zwecke als vollkommen zureichend. Es 
ergab sich nun, dab die notige Menge von ZnCl, fiir verschiedene 
Hefanolpraparate nicht die gleiche ist; sie muf also fiir ein 
jedes Hefanolpriiparat durch Vorversuche ermittelt werden. Als 
ein Muster derartiger Priifungen sind nachstehend die Ergebnisse 
mit einem nicht sehr garkraftigen Hefanolpraparat wiederge- 
geben. Die Probe mit fuchsinschwefliger Séure ist als Reaktion I, 
diejenige nach Rimini als Reaktion II bezeichnet. 


') Paul, Zeitschr. f. analyt. Chemie, Bd. 65, S. 647 (1896). 
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Bei Anwendung der gleichen Mengen von ZnCl,, aber ver- 
schiedenen Mengen von Wasser ergaben sich folgende Resultate. 

A. 10g Hefanol, 5 g Traubenzucker, 0,1 g ZnCl, und 
15 cem Wasser. 

B. 10 g Hefanol, 5 g Traubenzucker, 0,1 g ZnCl, und 
30 ccm Wasser. 

C. 10 g Hefanol, 5 g Traubenzucker, 0,1 g ZnCl, und 
60 ecm Wasser. 

D. 10 g Hefanol, 5 g Traubenzucker, 0,1 
120 cem Wasser. 

Nach Zugabe von je 2 ccm Toluol wurden alle Girkélbchen 
+ Tage ruhig stehen gelassen. Nach Ablauf dieser Zeit wurde 
der Inhalt eines jeden Kolbens auf 120 cem gebracht und 10 ccm 
davon unter Eiskiihlung abdestilliert. Nach Abscheidung des 
‘Toluols wurden die Destillate fiir Aldehydreaktionen verwendet. 

A. Reaktion I schwach; Reaktion II schwach. 

B. Reaktion | mittelstark; Reaktion II mittelstark. 

C. Reaktion I stark; Reaktion II stark. 

D. Reaktion I mittelstark; Reaktion II mittelstark. 

Die giinstigste Wassermenge ist also: 60 ccm auf je 10g 
Hefanol. 

Bei Anwendung der gleichen Mengen von Wasser, aber ver- 
schiedenen Mengen von ZnCl, wurden folgende Resultate erhalten. 
A. 10 g Hefanol, 0,2 g ZnCl, und 60 cem Wasser. 

B. 10 g Hefanol, 5 g Traubenzucker, 0,1 g ZnCl, und 
60 cem Wasser. 

C. 10 g Hefanol, 5 g Traubenzucker, 0,2 g ZnCl, und 
60 com Wasser. 

D. 10 g Hefanol, 5 g Traubenzucker, 0,3 g ZnCl, und 
60 ccm Wasser. 

Nach Zugabe von je 1 cem Toluol wurden die Kolben 
+ Tage ruhig stehen gelassen. Alsdann wurden dieselben Opera- 
tionen ausgefiihrt, die bei der vorstehenden Priifung in An- 
wendung kamen. 

A. Reaktion I negativ; Reaktion II negativ. 

B. Reaktion I stark; Reaktion II stark. 

C. Reaktion I stark: Reaktion II sehr stark. 


2 


ZnCl, und 
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D. Reaktion I sehr schwach; Reaktion II aéuberst schwach. 

Dieser Versuch zeigt wiederum, dab die Bildung von 
Aldehyd nur bei Zuckervergirung stattfindet. Die Menge von 
ZnCl], mu geniigend grofi sein, um eine stiirmische Girung 
am Anfang des Versuches zu verhindern; eine ausgiebige Schaum- 
bildung zeigt sofort, dah die verwendete Menge von ZnCl, 
unzureichend ist. 

Da die nach der obigen Methode erhaltenen Destillate 
eine scharfe Reaktion mit Nitroprussidnatrium und Diathylamin 
liefern, so ist es von vornherein sehr wahrscheinlich, da in 
Gegenwart von ZnCl, Acetaldehyd entsteht. Bei Anwendung 
grober Mengen von Hefanol ist es tatséchlich gelungen, den 
Acetaldehyd nach der Methode von Bamberger’) als p-Nitro- 
phenylhydrazon abzuscheiden. Die ersten Versuche ergaben 
jedoch zweifelhafte Resultate, welche darauf zuriickzufiihren 
sind, daf} die Destillation unter Zusatz einiger Tropfen von 
Schwefelsiure ausgefiihrt worden war. Der Zusatz von Schwefel- 
siiure hatte den Zweck, eine mdglichst vollstindige Depoly- 
merisation des Aldehyds herbeizufiihren. Es ergab sich jedoch, 
dafi die in Gegenwart von ZnCl, gegorenen Zuckerlosungen 
eine grofe Neigung zur Furfurolabspaltung haben; nach der 
Destillation in Gegenwart von Schwefelséure erhalt man ein 
Gemisch von Acetaldehyd und Furfurol; hierdurch wird die 
Reindarstellung des Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazons auber- 
ordentlich erschwert. Infolgedessen wurde bei weiteren Ver- 
suchen die Destillation ohne Zusatz von Schwefelsiure ausge- 
fiihrt; die Darstellung des Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazons 
erwies sich dann als eine leichte Aufgabe. Zu diesem Versuche 
wurde ein anderes Hefanolpraparat verwendet, bei welchem 
ein Zusatz von 0,25 g bis 0,3 g ZnCl, auf je 10 g Hefanol die 
besten Resultate lieferte. 

20 Girkélbchen mit je 10 g Hefanol, 10 g Rohrzucker, 
0,25 g ZnCl,, 50 eem Wasser und 0,5 ccm Toluol wurden 4 Tage 
ruhig stehen gelassen; dann wurde der Inhalt simtlicher Kolbchen 
vereinigt, in vier Portionen geteilt und eine jede Portion nach 


‘) Bamberger, Chemische Berichte, Bd. 32. S. 1806 (1899); Hyde, 
ebenda. S. 1813. 
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Zusatz von Wasser unter Eisktihlung abdestilliert. Die ver- 
einigten Destillate (etwa 240 ccm) wurden noch einmal ab- 
destilliert und das letzte Destillat (50 ccm) mit einer klar filtrierten 
Losung von 1,5 g p-Nitrophenylhydrazon in 40°/oiger Essigsiéure 
versetzt. Es bildete sich sofort ein krystallinischer, goldgelber 
Niederschlag von Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon: derselbe 
wurde nach einer halben Stunde abgesaugt, mit Wasser mehr- 
mals ausgewaschen, in absolutem Alkohol gelist, durch Ver- 
diinnen mit Wasser wieder abgeschieden, abgesaugt, ausge- 
waschenundimVakuumexsikkatortiberSchwefelsiure getrocknet. 
Die Ausbeute betrug 0.4917 g. 

Die Substanz schmolz bei 127,5°, wihrend ein aus reinem 
Acetaldehyd dargestelltes Praiparat von p-Nitrophenylhydrazon 
den Schmelzpunkt 128,5° zeigte. Die Analyse lieferte folgende 
Resultate : 

0,0954 g Substanz gaben 19,1 ccm Stickstoff bei 19° 
und 766 mm. 

0,1217 g Substanz gaben 0,2414 g CO, und 0,0606 g H,O. 

Berechnet fiir C,H,N,O,: 

N = 23,46°o; C = 53,63°/0; H = 5,03 °/o. 

Gefunden : 

N = 23,590; C = 54,10°/o; H = 5,58 %o. 

Die leichte Reindarstellung des Acetaldehyd-p-nitrophenyl- 
hydrazons deutet darauf hin, da andere fliichtige Aldehyde 
bei der Garung nicht entstehen. Beachtenswert ist der Um- 
stand, daB Formaldehyd bei der vorstehend beschriebenen Ver- 
suchsanordnung auch in Spuren nicht auftritt. Eine sehr emp- 
findliche Reaktion des Formaldehyds wurde von V. Grafe!) 
beschrieben. Versetzt man die zu untersuchende Fliissigkeit 
mit dem gleichen Volumen einer 1°/oigen Losung von Diphenyl- 
amin in konzentrierter Schwefelsiure, die man an der Eprou- 
vettenwand vorsichtig herabflieBen lait, so bildet sich bei 
Anwesenheit von Formaldehyd an der Beriihrungszone der 
beiden Fliissigkeiten sofort ein griiner Niederschlag. Diese Probe 
ist namentlich bei negativem Resultate sehr beweisend, da die 





!) V. Grafe, Osterreichische botanische Zeilschrift, Jahrg. 1906, Nr.§ 
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Empfindlichkeit der Reaktion nichts zu winschen tbrig ]abt. 
Die Reaktion von Grafe wurde mit allen Destillaten der in 
Gegenwart von ZnCl, gegorenen Zuckerlésungen ausgefiihrt; 
daB Resultat war immer ein negatives. Dagegen hatten die 
Destillate immer saure Reaktion und eine vorlaufige Priifung 
lieS vermuten, daf8 Ameisensiiure vorhanden war. 

Bei schwach alkalischer Reaktion der girenden Flissigkeit 
findet keine Bildung von Acetaldehyd statt, was wahrscheinlich 
darauf zuriickzufiihren ist, daB alkalisch reagierende Stoffe 
Aldolbildung hervorrufen; diese Reaktion ist nicht umkehrbar. 
Dagegen bewirkt ZnCl, eine Polymerisation in Paraldehyd bezw. 
Metaldehyd, welche leicht wieder in 3 Molekiile Acetaldehyd 
zerfallen. Merkwiirdiger ist der Umstand, daf auch bei einer 
Temperatur von 32° die Bildung von Acetaldehyd unterdriickt 
wird, wie es z. B. aus folgendem Versuche zu ersehen ist. 

12 Giirkolben mit je 10 g Hefanol, 10 g Zucker, 0,25 g 
ZnCl, und 50 cem Wasser wurden 4 Tage im Thermostaten 
bei 32° belassen. Die Kolben wurden durch Kautschuckstopfen 
mit Ableitungsréhren verschlossen und letztere mittels eines 
Sammelrohres auferhalb des Thermostaten mit einem in Schnee 
versenkten Kiihler in Verbindung gebracht. Gleichzeitig wurden 
12 andere Girkolben mit demselben Inhalt mit einem anderen 
Kiihler verbunden und bei Zimmertemperatur belassen. Das 
Destillat der bei 32° gegorenen Portionen lieferte nur auberst 
schwache Aldehydreaktionen; nach Zugabe von p-Nitrophenyl- 
hydrazin erfolgte keine Fiallung. Bei Zimmertemperatur hat sich 
aber eine betréchtliche Menge von Acetaldehyd gebildet: das 
Destillat gab scharfe Aldehydreaktionen; nach Zusatz von p- 
Nitrophenylhydrazin fiel sofort ein dicker Niederschlag von 
Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon aus. In den beiden Kihlern 
hat sich keine Spur von Acetaldehyd gesammelt; eine nennens- 
werte Verfliichtigung des Aldehyds aus den Girkolben findet 
also nicht statt. Dasselbe Ergebnis lieferten Versuche, bei 
denen die Girkolben mit zwei Waschflaschen verbunden waren; 
die erste Waschflasche wurde mit destillierlem Wasser, die 
zweite mit einer konzentrierten Lésung von Natriumbisulfit 
beschickt. Nach Beendigung der Gérung wurde der Inhalt der 
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Waschflaschen mit einem Uberschu8 von Natriumcarbonat ver- 
setzt und abdestilliert. Das erhaltene Destillat gab keine Al- 
dehydreaktionen, wihrend der Inhalt der Garkolben eine ziemlich 
groBe Menge von Acetaldehyd lieferte. 

Es liegt hier der erste Fall vor, wo eine primire Bildung 
von Acetaldehyd bei der Zuckergirung festgestellt wird, da der 
bei der Spiritusfabrikation auftretende Aldehyd, der laufenden 
Vorstellung zufolge, als ein Produkt der Oxydation des bereits 
gebildeten Athylalkohols anzusehen ist. Dagegen haben die 
interessanten Untersuchungen vonC. NeubergundL. Karczag') 
dargetan, daB lebende und getétete Hefen eine Vergiirung von 
Brenztraubensdure und Oxalessigséure zu Kohlendioxyd und 
Acetaldehyd bewirken. Ob auch in meinen Versuchen ein ana- 
loger Mechanismus der Aldehydbildung anzunehmen ist, bleibt 
vorliiufig dahingestellt; diese Frage kann nur durch ausfiihrliche 
experimentelle Untersuchungen beantwortet werden. Die weitere 
Erforschung der in Gegenwart von ZnCl, stattfindenden Zucker- 
giirung mochte ich mir vorbehalten. 

Ist nun Acetaldehyd tatsachlich ein intermediiires Produkt 
der alkoholischen Gaérung? Die Art und Weise der Aldehyd- 
bildung in meinen vorstehend beschriebenen Versuchen spricht 
wohl zugunsten der Annahme, daf Acetaldehyd die vorletzte 
Stufe der Alkoholbildung vorstellt. Untersuchungen iiber Al- 
koholbildung aus Acetaldehyd habe ich bereits eingeleitet und 
werde dariiber in einer anderen Mitteilung berichten; an dieser 
Stelle muf nur darauf hingewiesen werden, dafi die Méglichkeit 
der Bildung von Athylalkohol aus Acetaldehyd schon langst 
von Schade?) hervorgehoben wurde. Der genannte Forscher 
hat gefunden, daf durch verdiinnte Alkalien eine Spaltung der 
Zuckerarten in Acetaldehyd und Ameisensiure herbeigefiihrt 
wird. Bei der alkoholischen Gérung kénnte, der Meinung von 
Schade nach, eine weitere Umwandlung in Athylalkohol und 
Kohlendioxyd stattfinden. Die experimentellen Ergebnisse von 


') C. Neuberg und L. Karczag, Biochemische Zeitschrift, Bd. 38, 


S. 60, 68 und 76 (1911). 
*) Schade, Zeitschrift f. physikalische Chemie, Bd. 57, S. 1 (1906) 
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Schade wurden zwar in der Folge nicht bestiétigt,!) da aber 
die Wirkung der Fermente mit derjenigen der Alkalien doch 
nicht identisch ist, so bleibt das Schema 
CH, - COH -- HCOOH = CH, - CH,OH -+- CO, 

in betreff der fermentativen Zuckergarung jedenfalls nicht wider- 
legt. In neuester Zeit haben nun Franzen und Steppuhn?) 
eine Bildung und teilweise Verarbeitung der Ameisensaure bei 
der alkoholischen Girung beobachtet. Die genannten Forscher 
schlieBen sich den Ansichten von Schade vollkommen an und 
setzen voraus, dafi Hexosen zuniéchst in zwei Molekiile von 
a-Milchsiure zerfallen; weiterhin findet eine Spaltung von a- 
Milchséure zu Acetaldehyd und Ameisensaure statt. Nach den 
Untersuchungen von Nef®*) ist tatsachlich nur eine derartige 
Spaltung der Milchsiure vom chemischen Standpunkte aus 
moglich, wiihrend die von Buchner und Meisenheimer’) 
angenommene direkte Spaltung von a-Milchsdure in Athylalkohol 
und Kohlendioxyd den Beobachtungen iiber die Dissoziation 
der Milchsiiure widerspricht. Diese Annahme wurde auch von 
den Verfassern selbst schlieBlich aufgegeben.*) In betreff der 
Bildung von Acetaldehyd bei der Girung déuBern sich Franzen 
und Steppuhn®) folgendermafen: «Es ist tiberhaupt nicht 
wahrscheinlich, dafi Acetaldehyd als solcher bei der Zucker- 
spaltung auftritt, sondern in Form von Derivaten, die keine 
schiidlichen Wirkungen mehr auszuiiben brauchen.» Da aber 
ZnCl, eine Polymerisation des freien Acetaldehyds hervorruft, 
so muff diese Meinung nunmehr modifiziert werden. 

Es ist zurzeit nicht méglich, ein bestimmtes Urteil tiber 
die soeben dargestellte Theorie zu fallen; doch bin ich mehr 


') Buchner, Meisenheimer und Schade, Chemische Berichte, 
Bd. 39, S. 4217 (1906). 

*) Franzen und Steppuhn, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 129 (1912); 
Chemische Berichte, Bd. 44, S. 2915 (1911). 

*) Nef, Annalen d. Chemie, Bd. 335, 8S. 279 (1904). 

‘) Buchner und Meisenheimer, Chemische Berichte, Bd. 37, 
S. 417 (1904); Bd. 38, S. 620 (1905). 

*) Buchner und Meisenheimer, Chemische Berichte, Bd. 43, 
S. 1773 (1910). 

*) Franzenund Steppuhn, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 175 (1912). 
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geneigt zu einer anderen Auffassung der letzten Phase der 
alkoholischen Gérung. Diese Vorstellung stiitzt sich auf fol- 
gende, jedenfalls nicht ganz unwahrscheinliche Voraussetzungen. 

Eine primire Spaltung der Zuckerarten fiihrt zur Bildung 
von Brenztraubensiure und labil gebundenem Wasserstoff, den 
ich, der Einfachheit wegen, in der Gleichung als atomistischen 
\Wasserstoff darstelle. 

C,H,,.0, = 2 CH, - CO - COOH +- 4H. 

Bei diesem Vorgang konnte eine intermediiire Bildung von 
1-Milchsaure vorausgesetzt werden, was ich aber fiir nicht wahr- 
scheinlich halte. Der Wasserstoff ist selbstverstindlich nicht 
frei, sondern an bestimmte Stoffe (Redukasen) gebunden. Nun 
erfolgt eine Spaltung der Brenztraubensiiure durch die Neu- 
bergsche Carboxylase. 

CH, - CO - COOH = CH, - COH +- CO,. 

Der gebildete Acetaldehyd wird durch den aktiven Wasser- 
stoff sofort zu Athylalkohol reduziert. 

CH, - COH -+- H -+- H = CH, - CH,OH. 

Folgende Uberlegungen sprechen zugunsten obiger Vor- 
aussetzung. 

Sowohl die neueren Untersuchungen von A. Bach?) als 
auch altere Beobachtungen von M. Hahn?) iiber die Reduktion 
von Methylenblau durch girfihige PreBsifte und Dauerpraparate 
beweisen, daf die reduzierenden Eigenschaften der Redukasen 
auf eine Ubertragung der Wasserstoffatome zuriickzufiihren sind. 
Die soeben erwahnten Versuche von M. Hahn zeigen aufberdem, 
dai zwischen der Girwirkung und der reduzierenden Wirkung 
der HefeprefSsiafte und Dauerpriiparate ein auffallender Par- 
allelismus besteht.*) Die Anteilnahme der Redukasen am Pro- 
zesse der alkoholischen Garung ist auch wohl niemals bezweifelt 





') A. Bach, Biochemische Zeitschrift, Bd. 31, S. 443 (1911); Bd. 33, 
S. 282 (1911); Bd. 38, S. 154 (1912). 

*) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegiirung, 
S. 343. 

5) Dasselbe Ergebnis liefern die Untersuchungen von Griiss (Botan. 
Berichte, Bd. 26a, S. 191, 1908) und Palladin (Diese Zeitschrift, Bd. 56, 


S. 81, 1908). 
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worden. Das vorstehend dargestellte Schema _beriicksichtigt 
die Mitwirkung der Redukasen und zwar in der Weise, daf 
die gegenwiartig allgemein angenommene Vorstellung von dem 
Mechanismus der Reduktasewirkung in den Gleichungen direkt 
zum Ausdruck kommt. In anderen Theorien der alkoholischen 
Giirung wird die Anteilnahme der Redukasen nicht hervorgehoben. 

Anderseits liegt die Annahme nahe, dali Carboxylase am 
Vorgang der Alkoholgiirung ebenfalls beteiligt ist. Neuberg 
und Karezag haben dargetan, dai Carboxylase auch in ge- 
toteter Hefe, welche vor der AbtOtung mit a-Ketosaéuren nicht 
in Beriihrung kam, enthalten ist. Die Menge der Carboxylase 
in Hefezellen ist eine sehr betrachtliche, da die Vergirung der 
srenztraubensiiure mit eben derselben Geschwindigkeit wie die 
Zuckervergiirung stattfindet. Nun ware vom biologischen Stand- 
punkte aus das Vorhandensein so erheblicher Mengen eines 
unter normalen Verhiltnissen unnétigen Fermentes auferst un- 
wahrscheinlich. Zum Schluf will ich jedoch nochmals betonen, 
dai} obige Hypothese von mir mit aller Reserve ausgesprochen 
wird und nur als Leitgedanke fiir weitere Untersuchungen 
dienen soll. 

Sollte es sich erweisen, dai Acetaldehyd kein Zwischen- 
produkt der Alkoholbildung vorstellt, so wiirde die biologische 
Bildung von Acetaldehyd aus Zucker nichtdestoweniger be- 
achtenswert bleiben. Da die alkoholische Girung bei den 
meisten Pflanzen als die erste Phase der Sauerstoffatmung 
anzusehen ist, so kann Acetaldehyd in den meisten Pflanzen 
durch fermentative Reaktion aus Zuckerarten entstehen. Die 
Antoxydation eines Aldehyds liefert aber immer ein Moloxyd 

O 
R—CH  O,') welches als ein Koferment der Peroxydasen 


No” 


dienen kann. Anderseits bildet Acetaldehyd, nach den inter- 


') Erlenmeyer, Chemische Berichte, Bd. 27, S. 1959 (1894); 
Bach, Moniteur scientifique (4), Bd. 11 (II), S. 479 (1897); Engler und 
Weissberg, Kritische Stud. iiber die Vorginge der Antoxydation, 5. 90 
(1904); Luther und Schilow, Zeitschr. f. physikalische Chemie, Bd. 46, 
S. 811 (1903). 
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essanten Untersuchungen von A. Bach,!) ein Koferment der 
Redukasen. Auferdem sind verschiedene, duferst wichtige 
vitale Umwandlungen der Kohlenhydrate in Pflanzen durch die 
Annahme der primiiren Bildung von Acetaldehyd aus Zucker 
erklarlich. H. Euler*) nimmt an, dai die Fettsynthese aus 
Zucker erst nach der Zymasespaltung des Zuckers zu Acet- 
aldehyd erfolgt; dieselbe Bildungsweise wird von H. Euler?) 
fiir Terpene und organische Sauren, die ja ebenfalls aus Zucker 
entstehen, vorausgesetzt. Die Bildung der dreibasischen Ci- 
tronensiiure und Aconitsiure mit verzweigter Kohlenstoffkette 
ist Eulers Meinung nach tiberhaupt nur durch die Annahme 
einer Rekonstruktion der Kohlenstoffkette tiber Acetaldehyd 
verstiindlich. Diese zuniéichst nur rein theoretischen Voraus- 
setzungen gewinnen nunmehr eine experimentelle Grundlage. 

Schlieblich muf darauf aufmerksam gemacht werden, dab 
die in der vorliegenden Mitteilung beschriebene Methode zum 
erstenmal die Moglichkeit gegeben hat, den Chemismus einer 
fermentativen Reaktion durch kiinstliche Eingriffe qualitativ 
zu verdndern. 





') A. Bach, Biochem. Zeitschrift, Bd. 31, S. 443 (1911); Bd. 33, 
S. 282 (1911); Bd. 38, S. 154 (1912). 

?) H. Euler, Grundlagen und Ergebnisse der Pflanzenchemie, 
Teil Ill, S. 212 (1909). 

5) H. Euler, Ebenda, S. 219 und 182. 
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Zur Kenntnis des Scopolamins. 
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Richard Willstétter und Ernst Hug. 


(Mitteilung aus dem chemischen Laboratorium der Eidgendssischen Technischen 
Hochschule in Ziirich.) 


Der Redaktion zugegangen am 20, April 1912.) 


Theoretischer Teil. 


Die Haltbarkeit des Scopolamins ist eine wichtige Frage, 
die von Pharmakologen und Arzten hiufig erdértert und sehr ver- 
schieden beantwortet wird. In den letzten Jahren sind nament- 
lich aus den Instituten von H. Kionka und von A. Heffter 
entgegengesetzte Urteile tiber die Bestindigkeit von Scopolamin- 
losungen verOffentlicht worden. 

Kionka!) schreibt in seiner Untersuchung einleitend: 
«Scopolamin gilt von jeher als schlecht haltbares und in seiner 
Zusammensetzung méglicherweise ungleiches Praparat.» Er priift 
die Haltbarkeit mit dem Ergebnis, dai die Lésung von Scopol- 
aminsalz beim Aufbewahren in einigen Monaten eine Einbufe 
an optischer Aktivitét infolge von Autoracemisation erleide. 
Nichtsdestoweniger ergibt seine pharmakologische Untersuchung, 
dafi die Wirkung der Scopolaminl6sung beim Aufbewahren sich 
weder qualitativ und quantitativ irgendwie andere. 

Ganz abweichend sind die Ergebnisse der im Institut 
Heffters ausgefiihrten Arbeit von H. Langer;?) er findet, dab 
das Scopolamin sich beim Aufbewahren der Lésung in sterilen 
Ampullen derart verindere, daf z. B. die Wirkung an Frosch- 
herzen in 5 Monaten auf ein Drittel, in 9 Monaten auf ein Sieb- 
zehntel zuriickgehe. 

Es wire von groBem Interesse, chemische Verinderungen 
beim Aufbewahren dieses Alkaloids und des analog konsti- 

!) H. Kionka, Therapie der Gegenwart, Bd. 49, S. 11 (1908). 

H. Langer, Therapeutische Monatshefte, Bd. 26, Heft 2, S, 121 
(1912). 
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tuierten Atropins zu finden. Deshalb haben wir die Frage der 
Haltbarkeit in Lésung mit chemischen Methoden untersucht. 

Im Molekiil des Scopolamins sind folgende Variationen 
und Verdnderungen mdglich: 

1. Das Scopolamin wird optisch aktiv, namlich linksdrehend, 
zur Anwendung gebracht und zwar mit verschieden grobem 
Drehungsvermogen. Ferner findet es sich racemisch im Handel. 
Differenzen in den pharmakologischen Beobachtungen kiénnten 
auf der optischen Verschiedenheit der Handelsprodukte sowie 
auf der optischen Verdnderung eines bestimmten Priiparates 
durch Autoracemisation beruhen. 

2. Bei dem Aufbewahren in Lésung kann Hydrolyse der 
Estergruppen erfolgen, das Alkaloid kann in tropasaures Sco- 
polin tibergehen. 

3. Im Rest der Tropasiure kann ein Molekiil Wasser aus- 
treten, das Alkaloid kann sich also in eine dem Apoatropin 
analoge Apoverbindung umwandeln. Eine Umwandlung in Apo- 
atropin selbst, die von Medizinern!) befiirchtet wird, ist aus- 
geschlossen. 

4. Im Molekiil der basischen Komponente, némlich in der 
Oxydgruppe des Scopolins, ist eine Verainderung durch Hydro- 
lyse denkbar. 


Drehungsvermogen. 


Fiir unsere Untersuchung haben Priaparate von Scopol- 
amin hydrobromicum gedient, welche wir von der Firma 
F. Hoffmann-La Roche in Grenzach (Baden) bezogen haben. 
Das Salz war linksdrehend, sein spezifisches Drehungsvermégen 


[a], = — 26,0° stimmte mit der Angabe von E. Schmidt?) 
iiberein, es war nur ein klein wenig hoéher als das bisher in 
der Literatur verzeichnete Drehungsvermégen. 

Die optische Aktivitiét des Salzes anderte sich bei langem 
Aufbewahren der Lésung nicht im geringsten. Diese Beob- 


achtung steht in vollem Einklang mit den Untersuchungen von 





‘) J. Gauss, Miinchener med. Wochenschr., 1907, S. 157. 
*) E. Schmidt, Arch. d. Pharm., Bd. 230, 8. 207 (1892). 
10* 
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J. Gadamer,!) der gezeigt hat, daB sich wohl die freien So- 
lanaceenbasen, aber nicht ihre Neutralsalze autoracemisieren. 


Hydrolyse der Estergruppe im Scopolamin. 


Wenn Scopolamin in der Lésung seines Salzes hydrolytisch 
zersetzt wird unter Bildung von Scopolin und Tropaséure nach 
der Gleichung: 


/Si1,0H /CH,0H 
C,H,— CH ++H,0 =C,H,—CH 4. (,H,,0,N + HBr. 
SOO — C,H,,ON » HBr NcooH 


dann wird der Gang der Hydrolyse durch das Auftreten von 
Siiure kenntlich. 

Unsere Lésung des Handelspraparates von bromwasser- 
stoffsaurem Scopolamin war 0,5°/oig. Sie reagierte auf Methylrot 
nicht vollkommen neutral, sie gab mit demselben eine dem Uber- 
gangspunkt nahestehende rote Nuance; mit 8°/oo von einem 
Aquivalent Alkali schlug der Indikator in gelb um. 

Beim Aufbewahren der Lésung z. B. innerhalb 250 Tagen 
haben wir den Neutralisationspunkt ganz unveriindert gefunden. 
Keine Spur Séure war gebildet. Die schwach saure Reaktion der 
Handelsprodukte beruht auf einer kleinen Verunreinigung durch 
Bromwasserstoff; das reine Salz reagiert neutral. Es verdient 
untersucht zu werden, ob vielleicht Differenzen in den Wasser- 
stoffionenkonzentrationen der Handelspraparate fiir irgendwelche 
Schwankungen bei den pharmakodynamischen Beobachtungen 
verantwortlich gemacht werden kénnen, dhnlich wie kleine 
Differenzen in der Wasserstoffionenkonzentration viele Enzym- 
reaktionen beeinflussen. 

Um solche méglichen Differenzen auszuschalten, mag es 
sich empfehlen, das Salz mit neutraler Reaktion fir die Priifung 
anzuwenden. 


Apoverbindung. 


W. Luboldt?) hat einmal ohne Erfolg versucht, durch Ein- 
wirkung von konzentrierter Schwefelséure auf Scopolamin Apo- 


‘) J. Gadamer, Arch. d. Pharm., Bd. 239, S. 294 (1901). 
*) W. Luboldt. Arch. d. Pharm., Bd. 236, S. 15 (1889). 
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scopolamin darzustellen. Hieraus schliebt Kionka, daf bei der 
Veranderung von Scopolamin in den Lésungen die Bildung einer 
Apoverbindung nicht wahrscheinlich sei. Indessen gelingt es leicht 
und quantitativ, die Abspaltung von Wasser im Scopolamin vor- 
zunehmen und das Aposcopolamin in krystallisiertem Zustand 
zu isolieren. 

Bei der Einwirkung von konzentrierter Schwefelsiiure auf 
Atropin oder Scopolamin bleibt das Alkaloid gesiittigt: ver- 
diinnt man die saure LOsung, so ist sie gegen Permanganat 
und gegen Brom vollkommen bestiindig. Sobald man aber die 
Fliissigkeit mit Kalilauge alkalisch macht, enthiilt sie quantitativ 
Apoatropin bezw. Aposcopolamin. Man braucht nur wieder an- 
zusiuern und findet jetzt die Lésung unbestiindig gegen Per- 
manganat und gegen Brom. Das Aposcopolamin lift sich aus 
der alkalischen F'liissigkeit isolieren; wir beschreiben im ex- 
perimentellen Teil die schéne Base. 

Aus diesen Beobachtungen folgt, dai die Loésungen von 
Atropin und Scopolamin in konzentrierter Schwefelsiiure Ver- 
bindungen von einer neuen Art enthalten, die in saurer LOsung 
keine ungesattigten Derivate liefern, die aber in alkalischer 
Losung quantitativ zerfallen unter Bildung der Apoalkaloide. 
Diese Zwischenprodukte lassen sich ausgezeichnet fassen, wenn 
man die Lésung in konzentrierter Schwefelsaéure verdiinnt und 
mit Ammoniak neutralisiert. Dann krystallisieren die Ver- 
bindungen der Alkaloide mit Schwefelsaéure aus, nicht etwa die 
schwefelsauren Salze, sondern die Schwefelsiiureester, welche 
durch die Reaktion der alkoholischen Hydroxylgruppe des Tropa- 
siurerestes mit einem Hydroxyl der Schwefelsiiure gebildet sind. 

Diese Esterschwefelsiéuren sind natiirlich zu inneren Salzen 
abgesattigt : 

0-——-C-—G-G, 


| 
C=0 


| 
0--NOC,H,,—O 


/ 
H 


Scopolaminschwefelsiure. 
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CH, CH-——CH, H 
\ H 
CH-N’) CZ00C—C—C.H 
—_ 
a | ' 
CH, Cu \ cH, CH, 
| F. 
0 —s0, —0 


Atropinschwefelsaure. 
In gleicher Weise liefern die quaternaéren Ammoniumver- 
bindungen des Atropins und Scopolamins Esterschwefelsiéuren 
mit intramolekularer Salzbildung, z. B. 


CH, oa —CH, H 
| +. | 
| anh | ¢—00C—C—C,H, 
| / | 
CH,- CH- Cu, CH, 
/ 
0—s0,—0O 


Atropinmethylammoniumschwefelsaure. 


Anstatt mittels Schwefelsiure kann man auch mit Hilfe 
von Chlorwasserstoff die Bildung des Aposcopolamins bewirken. 
Man ersetzt im Tropasiurerest des Alkaloids durch Behandeln 
mit Thionylehlorid oder Phosphorpentachlorid das alkoholische 
Hydroxyl durch Chlor und erhalt so den Chlorhydratropasaure- 
ester des Scopolins. Dieser ist in saurer Losung gesattigt und 
bestiindig; sobald aber die chlorierte Base isoliert und ihre 
itherische Lésung abgedampft wird, isomerisiert sie sich zum 
Chlorhydrat des Aposcopolamins. Diese Reaktion ist bei dem auf 
synthetischem Wege erhaltenen analogen Derivate des Atropins 
von R. Wolffenstein und L. Mamlock') aufgefunden worden. 

Das Aposcopolamin laBt sich aufer mit Permanganat auch 
durch die Addition von Brom nachweisen. In wasseriger L6sung 
gibt das Aposcopolaminsulfat eine flockige Perbromidfallung und 
kann daher mit Brom nicht quantitativ bestimmt werden. Arbeitet 
man hingegen in starker Schwefelsiure, so erfolgt glatt die Ent- 
firbung von 1 Mol. Brom ohne Perbromidbildung. Damit ist 
eine Methode gegeben, um quantitativ in Gemischen von Scopol- 
amin oder Atropin mit den Apoalkaloiden die letzteren zu 


bestimmen. 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 41, S. 723 (1908). 
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Es hat sich indessen gezeigt, daf bei beliebigem Auf- 
bewahren der wisserigen LOsung von Scopolaminhydrobromid 
keine Spur Apoverbindung entsteht. 


Die Bestindigkeit des Scopolins. 


Das Scopolin enthalt zwei Sauerstoffatome mit verschie- 
denen Funktionen: das eine in der Form einer alkoholischen 
Hydroxylgruppe, welche die Tropasiure bindet, das zweite 
ist weder als Hydroxyl- noch als Carbonylgruppe vorhanden, 
denn Scopolin ist gegen Phenylhydrazin und Hydroxylamin 
indifferent.!) Es bleibt also nur tibrig, das zweite Sauerstofl- 
atom atherartig gebunden anzunehmen. 

Um zu priifen, ob diese Oxydgruppe im Scopolin viel- 
leicht einen Angriffspunkt fiir Veranderungen durch Hydrolyse 
bietet, haben wir das Verhalten gegen konzentrierte Schwefel- 
siure vergleichend mit Tropin und Scopolin gepriift. Sie ver- 
binden sich mit der Schwefelsiure wie Scopolamin zu Ester- 
siiuren: beim Alkalischmachen geht infolgedessen wenig Base 
in Ather. Verdiinnt und erhitzt man aber die schwefelsaure 
Losung, so werden durch Hydrolyse Tropin und Scopolin un- 
verindert entbunden, und sie lassen sich dann aus alkalischer 
Fliissigkeit ausziehen. 

Die Reaktion der Schwefelsiiure erfolgt also nur am 
Hydroxyl, das ja im Scopolamin nicht frei existiert. Substi- 
tuieren wir im Scopolin das Hydroxyl durch Chlor, so fehlt 
fiir die Schwefelsiiure die Reaktionsméglichkeit und die chlorierte 
Base léB®t sich aus konzentriert-schwefelsaurer LOsung sogar 
nach dem Erhitzen auf 100° beim Ubersiittigen mit Alkali ohne 
Verinderung des iitherartig gebundenen Sauerstoffs wieder 
gewinnen. 

Die Oxydgruppe im Scopolin und Scopolamin zeichnet 
sich also durch gréfte Besténdigkeit aus. 


') R. Willstatter, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 29, S. 1578 
(1896). — E. Schmidt, Arch. d. Pharm., Bd. 243, S. 559 (1905). 
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Zusammenfassung. 


Scopolaminsalz bleibt beim Aufbewahren in Lésung in 
allen physikalischen und chemischen Merkmalen unverdandert. 
Dies zwingt zu der Schlubfolgerung, dafb es in seiner physio- 
logischen Wirkung keine Veriinderung erleidet. Eine pharma- 
kologische Untersuchung, die unter der Leitung des Herrn 
Prof. Cloetta ausgefiihrt worden ist und an anderer Stelle 
verOffentlicht werden soll, hat das Ergebnis der chemischen 
Methoden vollkommen bestiitigt. 


Experimenteller Teil. 


I. Untersuchung von Loésungen des Socopolaminhydrobromids. 
Die optische Aktivitat. 


Wegen des schon von O. Hesse!) beobachteten schwan- 
kenden Wassergehalts des bromwasserstoffsauren Scopolamins 
ist es erforderlich, den Trockenverlust zu bestimmen und das 
spezilische Drehungsvermégen fiir das wasserfreie Salz anzu- 
geben. Bei den Literaturangaben fehlt haufig die Wasser- 
bestimmung. Die Beobachtungen iiber das Drehungsvermégen 
sind schwankend; dasselbe betragt nach den zuverliissigsten 
Angaben anniihernd 26°; z. B. haben E. Schmidt und A. Par- 
theil?) beobachtet: {a|,, = — 25,71°. 

Das fiir unsere Versuche angewandte Hydrobromid erlitt 
im Vakuum einen Gewichtsverlust von 10,7°/o. Das spezifische 
DrehungsvermOgen in wisseriger Lésung (c = 4,5; wasserfreies 
Salz) betrug: [a], = — 26,0°. Die 0,5°%/oige wiisserige L6- 
sung (15 1) des Salzes haben wir mit und ohne kleine Mengen 
von Toluol in Ampullen aus Jenaer Gerateglas und aus Durax- 
Glas eingefiillt. Dieselben wurden zugeschmolzen und teils im 
Dunkeln, teils im Sonnenlicht aufgestellt und nach einem halben 
Jahre untersucht. Das spezifische Drehungsvermoégen bestimmten 
wir nach dem Offnen der Ampullen und Einengen der Lésungen 


') O. Hesse, Journ. f. prakt. Chem., Bd. 64, S. 333 (1901). 
*) E. Schmidt, Arch. d. Pharm., Bd. 230, S. 207 (1892). 
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bei 45° im Vakuum und fanden es unveriindert, néamlich 
lo oe” ae =~ 26,1°¢. 


[AI 

Auch der Schmelzpunkt des bromwasserstoffsauren Salzes 
war nach dem Eindampfen der aufbewahrten Lésung zur Trockne 
genau gleich wie bei frischem |l-Hydrobromid, niimlich 195°, 
wiihrend das | +- d-Salz bei 180° schmilzt. Bei der Mischprobe 
aus dem wieder isolierten Salz mit getrocknetem racemischem 


Hydrobromid sank der Schmelzpunkt auf 182°. 


Die Reaktion auf Indikatoren. 


Die wasserige Losung des Handelspriiparates vom brom- 
wasserstoffsauren Scopolamin reagiert sehr schwach sauer 
und behalt diese Reaktion bei langem Aufbewahren in Glas- 
gefaéBen. Von der frisch bereiteten 0,5°/oigen Losung des Salzes 
erforderten 40 ccm mit Methylrot als Indikator 1 Tropfen "/10- 
NaOH zum Umschlag in die Neutralfarbe und 2 Tropfen " 10- 
NaOH zum volligen Umschlag in gelb. Bei der Neutralisation 
mit "/100-NaOH ist der Umschlag von Methylrot weniger scharf; 
fiir 40 ecem waren 0,45 cem "/100-NaQH erforderlich. 

Nach 175 und 240 Tagen war die Lésung unveriindert 
in der Aciditéit. Sie erforderte wieder 0,45 cem "/100-NaOH 
oder 1—2 Tropfen "/1o-NaOH. Simtliche unter verschiedenen 
bedingungen aufbewahrten Loésungen verhielten sich gleich. 
Hydrolytische Spaltung hat also nicht stattgefunden. 

Tropasaure allein und Tropasaiure neben Scopolaminsalz 
oder einem ahnlichen Alkaloidsalz gibt bei der Neutralisation 
mit Methylrot als Indikator nur annihernd brauchbare Werte. 
Indessen verrit sich schon eine Beimischung von 1°/o Tropa- 
siiure in unserer Scopolaminsalzlésung durch einen Mehrver- 
brauch an Alkali bei der Neutralisation. 

Die geringe saure Reaktion des Handelspriiparates von 
bromwasserstoffsaurern Scopolamin ist auf eine Beimischung 
von tiberschiissigem Bromwasserstoff zuriickzufiihren. 

Als wir das Salz zweimal aus Wasser, dann zweimal 
aus absolutem Alkohol, endlich wieder aus Wasser umkrystal- 
isierten, ging schon bei den ersten Umkrystallisationen die 
saure Reaktion zurtick und das fiinfmal umkrystallisierte Salz 
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reagierte auf Methylrot neutral; 40 ccm der 0,5°/oigen Losung 
gaben mit Methylrot sofort die Ubergangsfarbe und auf Zu- 
satz von einem kleinen Tropfen "/10-NaOQH Umschlag in ent- 
schiedenes Gelb. 

Von einem Handelspraparat neutralisierten wir 15 g, 
gelost in 50 cem warmem Wasser, mit Natronlauge (erforderlich 
zum Umschlag in gelb 3,5 ccm ®/10-NaOH) und lieBen das Salz 
auskrystallisieren. Aus der mit Methylrot gelb gefaérbten Lésung 
schied sich Hydrobromid aus, das mit dem Indikator die Neutral- 
farbe gab, sich also ebenso verhielt wie das haufig umkrystal- 
lisierte Salz. 


Priifung auf die Bildung einer Apoverbindung. 


Zur qualitativen Priifung auf eine Beimischung von un- 
gesiittigtem Alkaloid eignet sich die Permanganatprobe. Am 
besten wird sie mit der schwefelsauren!) Lésung des Alkaloides 
angestellt, das bromwasserstoffsaure Salz ist natiirlich nicht 
fiir lingere Zeit permanganatbestindig, aber doch ausreichend 
fiir einen deutlichen Unterschied gegeniiber einem mit Apo- 
alkaloid verunreinigten Priiparate. 

Fiir die quantitative Bestimmung einer Beimischung von 
Apoverbindung finden wir die Titration mit Brom in schwefel- 
saurer L6sung zweckmiibig. Wir versetzen die Probe von 
40 cem 0,5°%/oiger Losung des bromwasserstoffsauren Salzes 
mit 5 cem konzentrierter Schwefelsiure, um bei etwaigem Brom- 
verbrauch die Ausscheidung eines Perbromids hintanzuhalten. 
Wenn keine Apoverbindung vorhanden ist, wird auf Zusatz 
von 1 Tropfen "/20-Brom die Lésung bereits gelb und die 
Tiipfelprobe auf Jodkaliumstirkepapier gibt deutliche Blaéuung. 

Setzen wir 1°/o Aposcopolamin (0,0014 g) hinzu, so sind 
7 Tropfen "/20-Brom erforderlich. 

Bei den 14—'/2 Jahr aufgestellten Proben der Lésung 
war niemals ein derartiger Verbrauch von Brom zu beobachten. 
sondern in allen Fallen ergab die Priifung mit Brom, ebenso 


1) R. Willstitter, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd, 28, S. 2280 
(1895), und Bd. 33, S. 1167 (1900). 
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wie mit Permanganat, das vollkommene Fehlen eines unge- 
sittigten Alkaloids. 


II, Estersiuren aus Scopolamin und Atropin mit Schwefelsaure. 


oi, —0-—S0, 
Atropinschwefelsaéure, C,H,—CH | 


\COO—C,H,,N—O 


Durch Auflésen von Atropin oder Atropinsulfat in gew6hn- 
licher konzentrierter Schwefelséure (fiir 1 g Alkaloid 4 ccm) 
wird die Bildung der Esterséiure bei gewohnlicher Temperatur 
in etwa einer halben Stunde ohne erhebliche Spaltung des 
Alkaloids bewirkt: die schwefelsaure Fliissigkeit enthalt selbst 
bei langerem Stehen kein Apoatropin, da sie kein Brom zu 
entfiirben vermag. Wir verdiinnen die Lésung unter sorgfiltiger 
Kiihlung mit Wasser und versetzen sie bis zu schwach al- 
kalischer Reaktion mit Ammoniak. Dann krystallisiert im Laufe 
einiger Stunden die Atropinschwefelsiure in einer Ausbeute 
von 50 bis gegen 80°/o der Theorie aus. Sie laéft sich ohne 
Zersetzung aus heifem Wasser umkrystallisieren und scheidet 
sich schén aus in glinzenden farblosen Prismen. Diese sind 
wasserfrei; sie schmelzen bei 238—239° und zwar nicht ohne 
Zersetzung, denn die Schmelze enthilt das Salz des Apoatropins. 


0,2008 g gaben 6,5 ccm Stickstoff (13,5°, 725 mm). 
0.3435 » »  0,2254 g BaSO, (nach Carius). 


Berechnet fiir C,,H,,0,NS: Gefunden : 
N 3,79 3,57 °/o 
5 8,69 9,01 °/o. 


Die Atropinschwefelsiure lést sich in kaltem Wasser 
schwer, in heifem leicht, naémlich bei 30° lésen 100 cem Wasser 
1,0 g, bei 15° 0,5 g von der Substanz; die Estersiure ist also 
weit schwerer léslich als Atropinsulfat. Die Reaktion der Losung 
ist neutral. Leichter !6st sich die Verbindung in verdiinnten 
Sduren und in verdiinntem Ammoniak. In Alkohol und anderen 
organischen Loésungsmitteln ist sie unldsiich. 

Die Atropinschwefelséure gibt in salpetersiiurehaltiger 
wisseriger L6sung mit Baryumsalz keinen Niederschlag; erst bei 
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langerem Kochen in stark salpetersaurer Lésung fallt Baryum- 
sulfat aus. Sie ist gegen Permanganat bestindig und addiert 
in saurer Losung kein Brom. Wird sie aber alkalisch gemacht 
und wieder angesiiuert, so nimmt sie infolge ihrer quantitativen 
Umwandlung in Apoatropin genau ein Molekiil Brom auf. 
0,1132 g entfairben 10,98 cem "/20-Brom, d. i. 0,98 Mole. 


Scopolaminschwefelsiure. 
/ CH, ——0—80, 
C,H,—CH | 
\COO—C,H,,ON—C 
Um beim Eintragen des Atropins und Scopolamins in kon- 
zentrierte Schwefelsiure die Ausscheidung der Sulfate zu ver- 
hiiten, welche in zahen Massen lange ungeldst bleiben, ver- 
mischen wir die LOsungen der Basen in gewissen organischen 
Solventien langsam mit der konzentrierten Siure. Wir lassen 
unter Kiihlen mit Eis-Kochsalzmischung und Rtihren mit der 
Turbine in die LOsung von 50 g Scopolamin in 300 ccm Tetra- 
chlorkohlenstoff wiihrend einer halben Stunde 100 ccm reines 
Monohydrat einfliefen. Dann fahrt man unter Erwirmen bis 
auf Zimmertemperatur mit dem Riihren noch einige Zeit fort. 
Die Fliissigkeit, welche gegen Brom und Permanganat gesiittigt 
bleibt, wird mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt und 
unter Kiihlung mit 180 ccm 25°/oigem Ammoniak tropfenweise 
vermischt. Die Scopolaminschwefelsiure fiillt in einer Ausbeute 
von 60—70°/o der Theorie (837—39,5 g) in krystallinischem Zu- 
stand aus und sie liibt sich wie das Atropinderivat zum Unter- 
schied von den schwefelsauren Salzen dieser Alkaloide vortreff- 
lich aus Wasser umkrystallisieren. Sie ist darin auch in der 
Hitze leicht, kalt schwer léslich mit neutraler Reaktion auf 
Methylrot, aber unléslich in organischen Solventien. Sie kry- 
stallisiert in feinen voluminésen, sternfOrmig gruppierten, ver- 
filzten Nadelchen. Schmelzpunkt 244° unter Zersetzung. 
0,1658 g gaben 5,4 cem Stickstoff (14°, 724 mm). 
0.1974 » » 00,1200 BaSO,. (Nach Carius.) 
Berechnet fiir C,,H,,0,NS: Gefunden: 
N 3,46 3,69 
S 8,37 8,35. 
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Auch die Scopolaminschwefelsiiure enthiilt keinen direkt 
fillbaren Schwefel. Sie ist in saurer Lésung gesiittigt und ver- 
wandelt sich bei der Einwirkung verdiinnter Alkalien rasch und 
quantitativ in das Apoderivat. Zunachst ist die Scopolamin- 
schwefelsadure in Alkali unléslich, dann geht sie klar in Lisung, 
aber diese triibt sich sofort milchig und scheidet das ungesiittigte 
Alkaloid in prachtigen Nadeln aus. Siiuert man wiederum mit 
Schwefelsiure an, so wird die molekulare Menge Brom addiert. 

0,1192 g, mit 5 ccm 2 n-NaOH 15 Minuten stehen ge- 
lassen und wieder angesiuert, entfirben 12,23 ccm "/20 Brom, 
d. i. 0,99 Mol. 

0,1449 g addieren unter gleichen Bedingungen 14,62 ccm 
n/2o Brom, d. i. 0,97 Mol. 


Homatropinschwefelsiure. 
pternemcer il 
C,H,—CH | 
\COO—C,H, ,N—O 


Die Verbindung des Homatropins mit Schwefelséure ent- 
steht schwieriger als die Estersiuren aus den Derivaten der 
Tropaséure, weil das alkoholische Hydroxyl im Homatropin 
sekundir gebunden ist. Die Ausbeute lief sich nicht tiber 50°/ 
der Theorie steigern, denn man kann die Behandlung mit der 
konzentrierten Siure wegen der Zersetzlichkeit des Alkamin- 
esters nicht lang andauern lassen. Die Homatropinschwefel- 
sdure fallt als sirupOse Masse aus, aber auch sie krystallisiert 
gut aus heifem Wasser. In ihren Loslichkeitsverhiltnissen ent- 
spricht sie den beschriebenen Esterséuren. 

Die Homotropinschwefelséure krystallisiert in rhomben- 
formigen Blattchen, die im exsikkatortrockenen Zustand 1 Mol. 
Krystallwasser enthalten. Dasselbe wird im Vakuum bei 100° ab- 
gegeben. Die entwisserte Substanz schmilzt unscharf gegen 240°. 

0,5294 g verloren bei 100° 0,0254 g 
0,2379 » > » 0,0112 » 


Berechnet C,,H,,0,NS ++ H,O: Gefunden: 
4,83 4,80; 4,70. 
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0,1766 g (wasserfrei) gaben 6,2 ccm Stickstoff (14,5°, 726 mm) 


0,2444 » » »  0,1608 g BaSO, (nach Carius). 
Berechnet fiir C,,H,,0,NS: Gefunden : 
N 3,94 3,91 
S 9,03 9,04. 


Die Homatropinschwefelsadure ist gegen Permanganat be- 
stiindig und sie bietet nicht die Méglichkeit der Umwandlung 
in ein Apoalkaloid bei der Einwirkung von Alkalien. Beim Ver- 
setzen mit Baryumchlorid bleibt ihre Losung in der Kalte klar, 
erst beim Kochen entsteht Baryumsulfat. Die Konstitution der 
Esterséure ergibt sich aus der Spaltung durch Erwarmen mit 
Alkalien; dabei entsteht nicht eine Sulfosiure der Mandelsiure, 
sondern die Schwefelsiiure wird abgespalten. 


Esterschwefelséuren aus Atropin- und Scopolamin- 
methylammoniumhydroxyd. 


Die aus den Jodmethylaten von Atropin und Scopolamin 
durch Digerieren mit Silbersulfat erhaltenen quaterndren Sulfate 
liefern beim Auflésen in konzentrierter Schwefelsiure Ester- 
siuren, welche die Eigenschaften von inneren quaterniren Am- 
moniumsalzen zeigen. Sie krystallisieren aus, wenn man die 
schwefelsaure Fliissigkeit unter sorgfaltigster Ktthlung und unter 
Riihren mit Wasser verdiinnt und mit Ammoniak neutralisiert. 
Diese Schwefelsiureverbindungen sind in heifem Wasser leicht, 
in kaltem schwer léslich. Sie zeigen neutrale Reaktion und 
enthalten die Schwefelsaure nicht in direkt fallbarem Zustand; 
sie sind gesittigt und werden durch Einwirken von Alkalien 
ungesittigt. 

Die quaternire Atropinesterschwefelsaiure krystallisiert in 
gliinzenden Blittchen, die 4 Molekiile Wasser enthalten und 
bei 223—225° schmolzen. 

0,3254 g verloren bei 100° im Vakuum 0,0512 g. 

Berechnet C,.H,,0,NS -+ 4 H,O: Gefunden: 
15,83 15,73. 
0,1241 g (wasserfrei) gaben 3,9 ccm Stickstoff (14°, 726 mm) 
0.2519 g 2 »  0,1525g BaSO, (nach Carius). 











Zur Kenntnis des Scopolamins. 159 


Berechnet fiir C,,H,,0O,NS: Gefunden: 
N 3,65 3,50 
S 8,37 8,32. 


Die entsprechende Verbindung des Scopolamins bildet 
Prismen vom Schmelzpunkt 238—241 °. 
0,1968 g (getrocknet) gaben 0,1176 g BaSQ,. 


Berechnet fiir C,,H,,0,NS: Gefunden: 
S 8,07 8,21. 


III. Aposcopolamin. 


_ Che 
C.H,—CZ 
COO—C,H,,ON 


Darstellung aus Scopolaminschwefelsiure. Die 
Veranderung derselben durch Alkalien lieB sich durch die Titra- 
tion mit Brom quantitativ verfolgen. Dabei haben sich die Be- 
dingungen ergeben, unter denen die Umwandlung des Tropa- 
sdurerestes in den der Atropasaure vollstindig stattfindet und 
das ungesdttigte Alkaloid am besten enisteht: seine Bildung ist 
wohl zufolge der Bestimmung mit Brom quantitativ, aber ein 
Verlust bei der Darstellung unvermeidlich, indem durch die 
Wirkung des alkalischen Mediums ein Teil des empfindlichen 
Scopoleins gespalten wird. 

Wir lésten 2 g Scopolaminschwefelséure in 50 ccm lau- 
warmem Wasser und versetzten die L6sung nach dem Abkiihlen, 
noch ehe die Substanz auskrystallisierte, mit 20 ccm "/2-Natron- 
lauge. Nach einer halben Stunde extrahierten wir das schon 
fast vollstindig auskrystallisierte Aposcopolamin mit Ather und 
krystallisierten es nach dem Abdampfen aus niedrig siedendem 
Petrolaéther um (Ausbeute 1,1 g). 

Darstellung mittels des Chlorhydratropasaure- 
scopoleins. Verestert man das Scopolamin mit Salzsdure 
statt mit Schwefelsiiure, so fiihrt die intramolekulare Abspaltung 
des Halogenwasserstoffs zu dem gleichen Ende wie die Zer- 
setzung der Scopolaminschwefelsaure. 

Den Ersatz des Hydroxyls im Scopolamin durch Chlor 
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geschah entweder wie beim Scopolin durch Behandeln mit einem 
Gemisch von Phosphorpentachlorid und Phosphoroxychlorid oder 
einfacher mit Thionylchlorid. Beim Auflésen von Scopolamin 
in iiberschiissigem Thionylchlorid (in 3 Gewichtsteilen) trat 
schon in der Kiilte eine lebhafte Reaktion ein, die wir durch 
Erwiirmen auf dem Wasserbad vervollstaéndigt haben. Dann 
wurde das Thiony!chlorid im Vakuum verjagt und der zihe Riick- 
stand von salzsaurem Chlorhydratropasaurescopolein mit Ather 
wiederholt angerieben und gewaschen. Das chlorierte Alkaloid 
fiihrten wir aus der wiisserigen LOsung des Salzes durch Alkalisch- 
machen mit Kaliumcarbonat in Ather tiber und dampften die 
Losung auf dem Wasserbad ab. Dadurch wird die Umwand- 
lung in das iitherunlésliche Chlorhydrat des Aposcopolamins 
herbeigefiihrt und sie wird vervollstiindigt durch mehrmals 
wiederholtes Abdampfen mit Ather. Die aus dem Salz isolierte 
Apobase war nach einmaligem Umkrystallisieren rein in einer 
Ausbeute von 50°/o der Theorie. 

Das Aposcopolamin ist in Ather und Benzol leicht, beim 
Erwiirmen sehr leicht léslich, in Essigester leicht, in Alkohol 
ziemlich leicht, in Petrolather ziemlich schwer, in Wasser wenig 
lislich. Es krystallisiert aus Ather in langen Nadeln, aus Petrol- 
iither in schénen Prismen, die bei 97° schmelzen. 

Die Base entfairbt in schwefelsaurer Lésung augenblick- 
lich viel Permanganat. 

0,1457 g gaben 0,3809 g CO, und 0,0878 g H,0. 

0,1668 »  « 7,4 ccm Stickstoff (16,5°, 726 mm). 


Berechnet fiir C,,H,,O,N: Gefunden: 
C 71,47 71,30 
H 6,71 6,71 
N 4,91 4,90. 


Unter den Salzen zeichnet sich das salpetersaure durch 
Krystallisationsvermégen und Luftbestandigkeit aus, wahrend 
das salzsaure zerflieBliche Nadeln bildet. 

Das Nitrat ist in kaltem Wasser ziemlich schwer, in 


heiBem leicht léslich. Es krystallisiert in perlmutterglinzenden 
Blaittchen vom Schmelzpunkt 157°. 
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0,1244 g gaben 8,8 ccm Stickstoff (14,0°, 725 mm). 
Ber-chnet fiir C,,H,,O,N - HO,N Gefunden 
N 7,89 8,05. 

Das Chloraurat haben offenbar schon E. Schmidt und 
W. Luboldt!) in Hinden gehabt, als sie die Darstellung der 
Apoverbindung aus Scopolamin mit Schwefelsdure anstrebten. 
Sie erhielten ein Golddoppelsalz vom Schmelzpunkt 183—185° 
und einem Goldgehalt von 30,92—31,20°/o. Aber Luboldt 
interpretierte das Salz unrichtig mit der Annahme, daf die 
Schwefelsiure 2 Molekiilen Scopolamin 1 Molekiil Wasser ent- 
zogen habe. 

Das goldchlorwasserstoffsaure Salz ist in Wasser in der 
Kilte sehr schwer, auch in der Hitze schwer loslich. Es kry- 
stallisiert aus der heifen Lésung in federformig gruppierten 
Niidelchen, aus Aceton in wohl ausgebildeten diinnen Prismen. 
Schmelzpurkt 183—184°. 

0,1052 g gaben 0,0533 g Au. 

Berechnet fiir C,,H,,O,N - HCl,Au Gefunden 
31,49 31,66. 

Das Pikrat ist in kaltem Wasser und Alkohol fast un- 
lOslich, in heifiem Alkohol sehr schwer lislich, etwas leichter 
in heifem Wasser. Es krystallisiert daraus in feinen Prismen, 
die bei 217° schmelzen. 

Das Jodmethylat krystallisiert aus Alkohol in kurzen, 
derben, glanzenden Prismen, die bei 238° unter Zersetzung 
schmelzen. Es ist schwer léslich in kaltem Alkohol und in 
Wasser, leicht in heifem Alkohol, schwer in Aceton. 


IV. Die Bestandigkeit des Oxydringes im Scopolin. 


Das Scopolin haben wir von der Firma E. Merck be- 
zogen. Es schmolz unscharf bei 82° und enthielt eine erheb- 
che Beimischung von Tropin und w-Tropin. Zur Reinigung 
verwandelten wir die Base in ihr Pikrat. Bei fraktioniertem 
Krystallisieren erhielten wir das Scopolinpikrat rein in kurzen 
Prismen vom Schmelzpunkt 236°. Das wieder in Freiheit ge- 





') Arch. d. Pharm., Bd. 236, S. 15 (1898). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXIX. 11 
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setzte Scopolin wurde aus Ather umkrystallisiert und in schénen 
langen Prismen erhalten, die bei 109° schmelzen und bei 248” 
sieden. 

Gegen verdiinnte und konzentrierte Schwefelsiure ist das 
Scopolin vollig bestindig. Weder wird die Oxydgruppe aufge- 
spalten noch Wasser dem Molekiil entzogen. Das Scopolin 
verbindet sich nur mit der Schwefelsiure zu einer Estersiure, 
aus der es durch Hydrolyse beim Erhitzen mit verdiinnter 
Sdure wieder frei wird. Dasselbe Verhalten beobachteten wir 
bei Tropin. 1g Scopolin lieBen wir mit 5 cem konzentrierter 
Schwefelsiiure kiirzere oder liingere Zeit stehen; nach dem 
Verdiinnen und Versetzen mit viel iiberschiissiger Kalilauge 
konnte mit Ather nur 0,08 bis 0,1 g Base extrahiert werden. 

Wenn wir hingegen die Lésung von 2 g Scopolin in 
10 cem Monohydrat nach dem Stehen auf 30 cem verdiinnten 
und auf dem Wasserbad eine Stunde lang erwirmten, so liefen 
sich durch Alkalischmachen und Ausithern 1,7 g Scopolin 
isolieren. 

Aus 2 g Tropin erhielten wir nach '/estiindigem Dige- 
rieren mit 10 cem Monohydrat beim Verdiinnen und stark 
alkalisch machen nur 0,4 g Base, hingegen konnten nach dem 
Verdiinnen der schwefelsauren Loésung auf das dreifache Volumen 
und Erwiirmen 1,4 g Tropin ausgeathert werden. 

Dafi bei der Bindung des Scopolins an Schwefelséure das 
alkoholische Hydroxyl den einzigen Angriffspunkt bietet, zeigt 
sich, wenn wir dasselbe durch Halogen ersetzen. Der Chlor- 
wasserstoffester des Scopolins reagierte namlich mit konzen- 
trierter Schwefelsiure in der Kélte und bei Wasserbadtem- 
peratur nur unter Salzbildung; beim Ubersittigen mit Alkali 
wird die Base in Freiheit gesetzt und sie laBt sich so gut wie 
quantitativ unverdndert isolieren. Wir gewannen z. B. aus 
1,8 g Chlorverbindung mit 10 ccm Monohydrat nach einstiin- 
digem Erwiirmen 1,6 g Ausgangsprodukt zuriick. 


Scopolylchlorid, C,H,,OCIN 


(mitbearbeitet von Herrn E. P. Hedley). 


Der Ersatz des Hydroxyls im Scopolin durch Chlor ist 
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schwierig auszuftihren und gelingt nur unter genau erprobten 
Bedingungen mit befriedigender Ausbeute (bis zu 60°/o der 
Theorie, mit betrachtlichen Schwankungen). 

Wir losten 7 g Phosphorpentachlorid in 16 ccm Phosphor- 
oxychlorid unter Erwairmen auf und trugen in die noch warme 
Mischung langsam 7 g Scopolinchlorhydrat ein. Die Reaktion 
erfolgt unter Jebhaftem Schaéumen. Zum Schluf erwiirmten wir 
kurze Zeit gelinde, um das Chlorhydrat ganz in Lésung zu 
bringen. Dann wurde sogleich abgekiihlt und das Phosphoroxy- 
chlorid durch Eintragen von Eisstiicken zersetzt. Die chlorierte 
Base setzten wir mit Kaliumearbonat in Freiheit, machten 
darauf mit Kalilauge stark alkalisch und isolierten das Chlorid 
mit Ather. 

Das Scopolylchlorid krystallisiert aus Ather, worin es 
sehr leicht léslich ist, in langen Prismen vom Schmelzpunkt 38°, 
es siedet unter 8 mm Druck bei 102—103°. 

0,1841 g gaben 13,7 ccm Stickstoff (13°, 712 mm). 

Berechnet fiir C,H,,ONCI Gefunden 
8,07 8,30. 

Das Platinat der chlorierten Base bildet kurze Prismen, 
die bei 229—230° unter Zersetzung schmelzen und beim Gliihen 
26,0°/o Platin hinterlassen (ber. 25,7°/o). 

Das Scopolylchlorid zeigt auBerordentliche Bestandigkeit 
gegen hydrolytische Agenzien und gegen Reduktionsmittel, z. B. 
gegen Zinn und Salzsdéure und gegen Zinkstaub mit Jodwasser- 
stoffsiure in der Kalte und Warme. 


11* 








Uber die Trommersche Probe beim Harn. 
Von 
E. Salkowski. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Mai 1912.) 


Wiederholt bin ich befragt worden, woran es liege, dai 
ein Harn, der auf Zucker untersucht wurde, reichlich Kupfer- 
oxydhydrat mit blauer Farbe loste, beim Erhitzen nur wenig 
Kupferoxydulhydrat ausschied, oder selbst garnichts, jedenfalls 
nicht entsprechend seinem auf Traubenzuckergehalt bezogenen 
LoOsungsvermogen fiir Kupferoxydhydrat. Bei der gemeinsamen 
Untersuchung, bei der ich ein abnormes Losungsverm6gen nicht 
konstatieren konnte, stellte sich dann meistens heraus, dal der 
Untersuchende die Probe anders angestellt hatte, als iiblich, 
niimlich zu dem Harn nicht zuerst Natronlauge hinzugesetzt 
hatte, dann Kupfersulfatldsung, sondern umgekehrt zuerst Kupfer- 
sulfat und dann Natronlauge. 

Auf diese grobere Loslichkeit des Kupferhydroxyds unter 
den angegebenen Verhiltnissen und die daraus weiterhin sich 
ergebenden Konsequenzen hat neuerdings Fr. N. Schulz?!) auf- 
merksam gemacht und dies veranlaBbt mich zu einigen Be- 
merkungen iiber den Gegenstand. 

Die Tatsache selbst ist entsprechend den Angaben von 
Schulz an jedem einigermafien konzentrierten Harn — also 
etwa von 1017—1018 D oder mehr — leicht zu konstatieren: 
versetzt man 5 cem desselben mit 1 ccm 10°/oiger Kupfer- 
sulfatldsung (bezogen auf CuSO, + 5H,0) und dem halben 
Volumen 15°/oiger Natronlauge (bezogen auf 100 g, also Natron- 
lauge des D. A. B. 5), so erhalt man eine tiefblaue Lésung, 
wiihrend bei dem umgekehrten Verfahren ein grofer Teil des 
Kupferoxydhydrats ungelést bleibt. Auch wenn man nicht, wie 


') Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 121 (1912). 
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ziemlich allgemein tiblich, Natronlauge in der angegebenen Quan- 
titit hinzusetat, sondern nur, wie Schulz es tut, 15—20 Tropfen 
30°/oiger Natronlauge, ist das Verhalten dasselbe. 

Beziiglich der Ursache dieser auffallenden Erscheinung 
meint Schulz, dab dies LOsungsvermoégen zu einem grofen Teil 
auf Kreatinin beruhe, da Losungen desselben betriichtliche Quan- 
titiiten von Kupferhydroxyd in Lésung halten kénnten, wenn 
man sie zuerst mit Kupfersulfatlosung, dann mit Natronlauge 
versetzt, nicht aber umgekehrt. Diese Angabe kann ich durch- 
aus bestaétigen: in der Tat ist der Unterschied ein ganz ekla- 
tanter, wenn ich mich auch nicht davon tiberzeugen konnte, 
da} das Kreatinin gar kein Kupferoxydhydrat lOst, wenn man 
zuerst Natronlauge und dann Kupfersulfat hinzusetzt. Es ist 
vielleicht nicht iiberfliissig, wenn ich bemerke, dafi ich, wie 
Schulz, eine ungefiihr 1°/oige Kreatininldsung angewendet 
habe (erhalten durch dreimaliges Verdampfen von Kreatin mit 
dem 10fachen an Salzséure von 1,125 auf dem Wasserbad zur 
Trockne oder fast zur Trockne). Auf 5 ccm der Kreatininlésung 
wandte ich 8 Tropfen 10°/oiger Kupfersulfatl6sung und !/2 Vo- 
lumen 30°/oiger Natronlauge an. Die tiefblaue Loésung gibt 
auch eine weit schdnere Reduktion beim Erhitzen, wie die in 
normaler» Weise hergestellte. 

Schulz ist der Ansicht, daB die im Harn vorhandene 
(uantitéit Kreatinin zu gering sei, um die fragliche Erscheinung 
zu erklaren, und dali noch andere Stoffe in Betracht kommen 
miiften und das miiften solche sein, die im Harn in betriichtlicher 
Quantitét vorkommen. Ob Schulz damit recht hat und nicht 
doch das Kreatinin allein ausreicht, scheint mir etwas zweifelhaft. 

Schulz hat nun weiterhin angegeben, dai beim Erhitzen 
einer so «umgekehrt» angestellten Mischung unter Umstanden 
auch bei normalem Harn eine reichliche Ausscheidung von gelbem 
oder orangefarbenem Kupferoxydulhydrat eintritt, welche in Ver- 
bindung mit dem vorher festgestellten starken Loésungsvermégen 
tli Kupferoxydhydrat leicht zu falschlicher Annahme von Zucker- 
gehalt fiihren kénne. Diese Ausscheidung von Kupferoxydul- 
hvdrat tritt allerdings nicht wahrend des Erhitzens, auch nicht 
unmittelbar darauf ein, sondern erst nach einigem Zuwarten. 
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eventuell auch erst hei nochmaligem Erhitzen. Ein schwach 
zuckerhaltiger Harn verhalt sich aber auch nicht anders oder 
nicht viel anders. Schulz hat also ganz recht, wenn er die 
Moglichkeit eines Irrtums fiir sehr naheliegend hilt. 

Nun fragt sich aber, ob sie geringer ist, wenn man die 
teaktion in der gewOhnlichen, sagen wir «<normalen» Weise an- 
stellt. Darunter verstehe ich, dafi man den Harn mit dem halben 
Volumen Natronlauge von ca. 15°/o versetzt und dann unter 
Umschiitteln mit soviel Kupfersulfatl6sung, als sich irgend «unter- 
bringen» labt, d. h. so, da’ ein Teil des Kupferhydroxyds un- 
gelést bleibt.!) Das ist nicht der Fall: die Gefahr besteht, auch 
wenn man «normal» verfihrt. Schon vor mehr als 30 Jahren 
habe ich mich anheischig gemacht, jeden normalen, nicht zu 
diinnen Harn als zuckerhaltig zu demonstrieren, und das ist mir bei 
dem angegebenen Verfahren des mOéglichst grofien Kupferzusatzes 
auch wohl ausnahmslos gegliickt, d. h. wenn man als beweisend 
fiir Zucker noch ansieht, dafi die Ausscheidung des Oxydul- 
hydrats nach einigem Zuwarten, also vielleicht nach einer halben 
bis einer Minute eintritt. Man k6nnte ja die Forderung auf- 
stellen, dafi die Ausscheidung von Oxydul, wenn sie fiir Zucker- 
gehalt beweisend sein soll, schon wahrend des Erhitzens ein- 
treten miisse. Sieht man aber dies als Kriterium fiir Zucker- 
gehalt an, so wird man oft genug einen geringen Zuckergehalt 
iibersehen: ein normaler Harn, in dem man fiir 100 ccm 0,2, 
ja selbst 0,4 g Traubenzucker aufgelést hat, gibt auch nicht 
gleich Ausscheidung von Oxydul beim Erhitzen. So wird es denn 
schlieBlich Sache der persOnlichen Erfahrung, ich méchte beinahe 
sagen, der Empfindung —, ob man eine Ausscheidung von Oxydul, 
nach dem Zeitintervall zwischen Erhitzen und Ausscheidung 
beurteilt, noch als beweisend fiir Zuckergehalt ansehen soll oder 
nicht, d. h. das subjektive Moment wird so grof, dai man die 


Trommersche Probe — einen geringen Zuckergehalt voraus- 
gesetzt — als sehr unsicher ansehen mub. 


') In der Literatur findet sich vielfach die Angabe, bei diesem Ver- 
fahren bestehe die Gefahr, daB sich beim Erhitzen schwarzes Kupferoxyd 
ausscheidet. Das muB ich entschieden bestreiten, man miifte denn Kupfer- 
sulfat weit iiber das Lésungsvermégen hinaus hinzusetzen. 


I 
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Nach dem Erscheinen der Schulzschen Arbeit habe ich 
versucht, ob die Verhaltnisse vielleicht giinstiger liegen, wenn 
man nicht das halbe Volumen 15°/ciger Natronlauge anwendet, 
sondern bei normaler Reihenfolge der Reagenzien nur 15 bis 
20 Tropfen 30°/oiger Natronlauge, wie Schulz angibt. Das 
ist aber nicht der Fall: der geringere Alkaligehalt Andert nichts 
an dem Verhalten des normalen und des schwach zucker- 
haltigen Harns. 

Nun kénnte man ja auf die Forderung der Ausscheidung 
von Oxydul ganz verzichten und sein Urteil auf die Intensitaét der 
Reduktion, d. h. der dadurch bewirkten Farbeniinderung basieren. 
Das Geléstbleiben des Oxyduls kann man bekanntlich erreichen, 
wenn man nicht méglichst viel Kupfersulfat hinzusetzt, sondern 
nur soviel, dafi man eine blaue Lésung erhilt. In der Tat ist 
es so oft méglich, eine normale Reduktion von einer durch 
Zuckergehalt bedingten zu unterscheiden, namentlich wenn 
man noch die Reaktion auf Kreatinin zu Hilfe zieht, d. h. eine 
stirkere Reduktion — Auftreten von Gelbfiirbung statt der nor- 
malen Griin- oder Griingelbfiirbung — dann nicht fiir beweisend 
halt, wenn die Reaktion auf Kreatinin, die ich stets neben der 
Zuckerprobe anstelle, stark ausfallt, fiir eine allgemeine An- 
wendung ist dieses Verfahren aber ebensowenig empfehlenswert, 
wie die Verwendung der Fehlingschen Losung. 

Ich kehre nun noch einmal zu der Frage der Reihenfolge 
der Reagenzien zuriick. 

Der Autor der «umgekehrten» Probe ist mir nicht bekannt, 
in der physiologisch-chemischen Literatur ist sie meines Wissens 
nicht erwahnt, Schulz war sie auch neu, ich kenne sie jeden- 
falls nur von H6rensagen; sie soll danach die in der Naunyn- 
schen Schule iibliche Probe sein. Nun lift sich a priori an- 
nehmen, daf irgend welche Griinde doch zum Gebrauch der 

umgekehrten» Probe gefiihrt haben miissen. Ich glaube, daf sich 
in der Tat einiges zugunsten der «umgekehrten» Probe an- 
fiihren Jat. In erster Linie der Vorzug gréferer Bequemlich- 
keit und der Zeitersparnis. Es ist nicht jedermanns Sache, den 
notigen Kupferzusatz auszuprobieren, erfordert auch viel mehr 
Zeit, die nicht immer zur Verfiigung steht, wenn eine grifere 
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Anzahl von Harnen zunichst auf Zucker vorgeprift werden 
soll. Es kann ja wohl vorkommen, daf 1 ccm einer 10°/oigen 
Kupfersulfatlbsung auf 5 cem Harn zu viel ist, dann wird 
man zu dem anderen Verfahren zuriickkehren miissen. Aufer- 
dem habe ich aber auch den Eindruck gehabt, dafh man einen 
normalen Harn, in dem man 0Q,2°/o Traubenzucker aufgelodst 
hat, durch die umgekehrte Probe leichter von dem normalen 
Kontrollharn unterscheiden kann, als durch die gewOhnlich an- 
gestellte. 

Schulz verwirft die «umgekehrte» Probe vollstiindig als 
irrefiihrend, darin kann ich mich ihm nicht ganz anschliefen, 
man muf nur immer dessen eingedenk sein, daf die zuerst 
entstehende blaue Losung nichts fiir etwaigen Zuckergehalt be- 
deutet. Tut man das, so ist die umgekehrte Probe recht wohl 
brauchbar. Bei Anstellung derselben empfehle ich, die Ver- 
hiiltnisse von 5 ccm Harn. 1 ccm 10°/oiger Kupfersulfatlosung 
und ungefiihr das halbe Volumen 15°/oiger Natronlauge inne- 
zuhalten. 

Man hat sich nun bekanntlich vielfach bemiiht, die 
Trommersche Probe, der doch immer, wie allgemein ange- 
nommen wird, eine nicht unerhebliche, nur durch lange Er- 
fahrung etwas abzuschwiichende Unsicherheit anhaftet, wenig- 
stens wenn es sich um geringe Zuckermengen handelt, zu 
verbessern. Es wiirde zu weit fiihren, auf alle in dieser Hin- 
sicht gemachten Vorschliige einzugehen, ich méchte nur auf 
zwei Modifikationen aufmerksam machen, die mir Vorziige zu 
haben scheinen. 

1. Wenn man zu 5 cem 30°/oiger Natronlauge 8 Tropfen 
10°/oiger Kupfersulfatlbsung (mit der Pipette) hinzusetzt und 
gut durchschiittelt, so erhélt man eine klare blaue Lésung, die 
auch beim Erhitzen zum Sieden sich nicht éindert. Mitunter 
treten einige schwarze Fléckchen von Kupferoxyd auf, die fiir 
die Anstellung der Reaktion ohne Bedeutung sind. Bringt man 
zu der heiBen Lésung 2 cem Harn und erhitzt nochmals zum 
Sieden, so ist die Reduktion bei einem 0,2°/o Zucker enthal- 
tenden Harn meistens deutlich stérker als beim Kontrollharn. 
Sehr viel deutlicher wird aber der Unterschied, wenn man 
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nach einem schon von Hoppe-Seyler gemachten Vorschlag zu 
der noch heifen Fliissigkeit vorsichtig an der Wand des Glases 
Salzsiure zuflieBen lift. In der zuckerhaltigen Probe entsteht 
dann eine beim Schiitteln sich zuniachst verbreiternde Zone von 
eigelbem Kupferoxydulhydrat, in der nicht zuckerhaltigen ist 
diese Erscheinung nur ganz unbedeutend oder sie fehlt ganz. 
Auch wenn man allmihlich unter Durchmischung mit Salzsiure 
nahezu neutralisiert, besteht ein unzweifelhafter Unterschied 
in der Farbe und in der Ausscheidung von gelbem Kupfer- 
oxydulhydrat zwischen der zuckerhaltigen und der zuckerfreien 
Probe. Das mag vielleicht nicht ausnahmlos der Fall sein, die 
Regel ist es jedenfalls. 

2. Patéin und Dufau haben bekanntlich zur Klérung des 
Harns zum Zwecke der Polarisation empfohlen, den Harn mit 
(uecksilbernitrat zu fiillen. Porcher!) hat dasselbe Verfahren 
fiir den Nachweis benutzt. C. Neuberg?) hat an die Stelle von 
(Quecksilbernitrat Quecksilberacetat gesetzt und zwar in der 
Form, daf man den Harn mit Quecksilberacetat verreibt. Auch 
fiir die qualitative Priifung ist dieses Verfahren schon von 
Neuberg*) empfohlen worden, das tiberschiissige Quecksiiber 
muf zur Anstellung der Reaktion durch Zinkstaub entfernt 
werden. Ich fiihre diese Probe unter méglichster Vermeidung 
eines Uberschusses von Quecksilberacetat in folgender Weise aus. 

Man versetzt ca. 20 ccm des Harns im Bechergliischen 
so lange mit 20°/oiger oder auch noch konzentrierterer Queck- 
silberacetatlosung, als noch ein deutlicher Niederschlag ent- 
steht, setzt alsdann Natriumcarbonatlésung bis zur neutralen 
oder bleibenden ganz schwach sauren Reaktion hinzu (nicht zur 
alkalischen!) filtriert nach einigen Minuten ca. 10 cem ab. Das 
Filtrat siuert man im Reagenzglas mit einem bis einigen Tropfen 
Salzsiure an, fiigt eine starke Messerspitze Zinkpulver hinzu 
(Zink, gepulvert, von Kahlbaum ist dem technischen Zinkstaub 
vorzuziehen), erwarmt gelind und schiittelt einige Male durch, 
indem man das heagenzglas mit dem Daunen verschlieft und 


') Spaeth, Untersuchung des Harns, Leipzig 1908, S. 268. 
*) Biochem. Zeitschr., Bd. 24, S, 424 (1910). 
*) «Der Harn» usw., Handbuch, Berlin 1911, 8. 335. 
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nach jedesmaligem Schiitteln den Verschluf liiftet. Man filtriert, 
iiberzeugt sich an einer kleinen abgenommenen Probe des Fil- 
trates, ob dasselbe quecksilberfrei ist,') und stellt dann mit 
dem Filtrat in der gewdhnlichen Weise die Trommersche 
Probe an unter Anwendung des halben Volumens Natronlauge 
von 15°/o und einem kleinen UberschuB von 10°/oiger Kupfer- 
sulfatlbsung. Handelt es sich um normalen Harn, so behailt 
die Fliissigkeit beim Erhitzen ihre blaue Farbe, hat man dem 
Harn 0,2°/o Traubenzucker hinzugesetzt, so wird sie intensiv 
gelb, in der Regel scheidet sich auch nach einer halben bis 
ganzen Minute gelbes Kupferoxydulhydrat aus. Auch hier ist 
die Abscheidung durch Salzséurezusatz zu befordern. Die Probe 
nimmt nicht viel Zeit fort und scheint mir recht sicher und be- 
quem, jedenfalls méchte ich sie zur weiteren Priifung empfehlen. 

Beiliiufig méchte ich noch bemerken, daB ich in Uber- 
einstimmung mit Hammarsten?) die Almén-Nylandersche 
Probe nicht so unsicher finde, wie Pfliger*) sie seinerzeit 
hingestellt hat. Es kommt ja wohl vor, daB sie positiv aus- 
fiillt trotz Fehlens von Zucker und ohne dafi man den Gebrauch 
von Medikamenten dafiir verantwortlich machen kann, aber doch 
selten und nur bei sehr konzentriertem Harn. 


') Am einfachsten durch Zusatz von Salzséure und Zinnchloriir- 
lésung. — Bei unzureichendem Salzsaurezusatz entsteht ein weifer Nieder- 
schlag (phosphorsaures Zinn?). 

*) Pfliigers Archiv, Bd. 116, S. 517. 

‘) Pfligers Archiv, Bd. 116, S. 265 u. 533. 
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Ein Korrektionsfaktor bei der Bestimmung von der Harnstoff- 
menge im Harn. | 
Von 
Th. Ekecrantz und S. Erikson. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pharmazeutischen Instituts zu Stockholm. 


(Der Redaktion zugegangen am 26, April 1912.) 


Bei der Bestimmung der Harnstoffmenge im Harn unter 
Anwendung des Rieglerschen Reagenses wird nicht nur 
der Harnstoff unter Bildung von Kohlendioxyd und Stickstoff 
zersetzt, sondern auch andere in dem Harn _ vorfindliche, 
stickstoffhaltige Substanzen wie Harnsiiure und andere Purin- 
korper, Kreatinin, Nucleo-Albumine u. a. erleiden dabei eine 
Zersetzung unter Stickstoffentwicklung, wodurch ein wenig 
fehlerhafte Analysenresultate erhalten werden. Wenn auch 
der hierbei entstandene Fehler nicht besonders grof} und fiir 
klinische Zwecke ohne Bedeutung ist, gibt es jedoch Fille, 
wo es von Interesse sein kann, einen exakteren Wert fiir die 
Harnstoffmenge zu erhalten. Um die genannten stickstoffhaltigen 
Substanzen zu entfernen, benutzt man das schon lingst an- 
gewandte Verfahren, den Harn mit einer Mischung aus Phos- 
phorwolframsaurelésung (1: 10) und 0,1 Volumen Chlorwasser- 
stoffsaure (D.=1,12) zu fallen. In dem Filtrat wird sodann 
die Menge Harnstoff bestimmt. 

Da indessen diese Fallung eine Zeit von mehreren Stun- 
den in Anspruch nimmt, haben wir festzustellen versucht, 
ob die Relation zwischen Harnstoff und den iibrigen im Harn 
vorkommenden stickstoffhaltigen Substanzen im allgemeinen 
konstant ist, so daf man in der Praxis Gebrauch davon machen 
kOnnte. In der Tat scheint dies der Fall zu sein. Durch eine 
grobe Anzahl vergleichender Bestimmungen haben wir uns 
uberzeugt, daf im allgemeinen die Verhaltniszahl zwischen 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIX. 12 








172 Th. Ekecrantz und S. Erikson, 


der Stickstoffmenge in gewohnlichem und mittels Phosphor- 
wolframsiurereagens gereinigtem Harn nur innerhalb ziemlich 
enger Grenzen schwankt. 

Zur Reinigung des Harns haben wir davon 5ccm mit 10 ccm 
Phosphorwolframsaéurereagens versetzt, wonach die gut durch- 
geschiittelte Mischung wihrend 3—-4 Stunden beiseite gestellt 
wird. Nach dieser Zeit wird durch ein trocknes Filter filtriert, 
und vom Filtrate mift man genau 3 ccm (1 ccm gefalltem 
Harn entsprechend) ab. 

Mit nicht gereinigtem und mit Phosphorwolframsdure- 
reagens gefalltem Harn sind dann Parallelbestimmungen aus- 
gefiihrt worden. Die Resultate sind in der folgenden Tabelle 
angegeben: die mit a bezeichneten Bestimmungen sind mit 
nichtgereinigtem Harn und die mit b mit durch Phosphor- 
wolframsiiurereagens gefilltem Harn ausgefiihrt. Bei simtlichen 
Bestimmungen ist die von Ekecrantz und Séderman!) an- 
gegebene Modifikation der Rieglerschen Methode angewandt 
worden. 

Um vergleichbare Werte zu erhalten, sind die bei ver- 
schiedenen Temperaturen und Drucken erhaltenen Stickstoff- 
volumina zu dem Normalzustand (0° und 760 mm) reduziert. 


| Volumen N zu 


















| Tempe- | Volumen N a | 
Nr. ratur | aes abgelesen und 760mm b:a 
| reduziert | 
Grad | mm ccm ccm 
la | 18 | 765 7,6 70 Nh pose 
ib | 18 | 764 Be 6,5 _a,6 
2a 1876 10,3 an 
2b is | 764 95 | 8,8 a 
Sa 20 | 752 14,0 126 |) 6 998 
3b 20 752 13,0 11,7 _ 
ha 20 752 9.9 8,3 nl — 
4b 22 752 8,3 7,4 f° 
ba 21 752 98 88 |) _— 
5b 20 752 94 | 84 |f ”- 




















1!) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 173. 
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| Tempe- | Druck ; Volumen N Laat 
ie | oe | = abgelesen O°und 760mm | b:a 
| | reduziert 
| Grad | mm ccm | ccm | 
6a 21 | 752 9,8 8.8 \ sae 
6b 21 | 752 9,0 8,0 * 
7 21 752 11,6 10,4 
ie . o—_ 4 | l o961 5 
7b 21 | 752 11,2 10,0 f : 
22s 752 12,8 114 | 
“ . - : L 0.956%) 
8b 20 752 12,0 10.9 f 
Ya 22 738 12,4 10,8 \ 
| 0,889 
9b 92 COSY 738 11,0 9.6 J 
| : 124 | 
10a 24 738 14,3 | \ 0.831 
10b 24 | 738 12,0 10,3 J 
| 
38 6 12.9 
lla 20 | ( 14, | 0,961 
l1b 20 | 738 14,1 12,4 } 
2 | vf: 2.3 
12a 20 738 14,0 12, \ 0.959 
12b 20 738 13,5 11,8 } 
1B 740 12,2 10,7 
. - , \ og7s 
13 b 22 740 10,8 9.4 } 
l4a 21 750 14,2 12,6 ) ovat 
l4b 21 750 13,1 11,6 J 
lba 21 750 12,0 10,7 | 7 
15b 21 750 10,8 9.6 | 
l6a 21 750 ~~ 9,0 8,0 \ _— 
16b 21 750 | 84 75 «if 
17 21 750 7,0 6,2 
; 7 | 0,952 
17b 21 750 6,6 5,9 } 
18a 21 750 10.0 8,9 | 0.967 
18b 21 750 9.3 8,3 J 
194 16 | 777 8,4 8,0 0.957 
I9b 16 777 8,0 7,6 , 
20 a 16 | 777 8,5 8,1 ‘| 0918 
| 777 7,8 74 &#2i// 





') Von einem Patienten, der Antifebrin eingenommen hat. 
*) Harn von derselben Person wie in ') einige Stunden spater. 
12* 
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| Tempe- Volumen N 





Volumen N zu 























| 

Nr | ratur | Druck in abgelesen O° und 760mm | b:a 

| | reduziert | 

| Grad | mm ccm ccm | 
21a 16 777 13,5 128 |) —— 
21 b 16 | 777 12,6 1,9 |f ” 
22a 16 777 7,1 we ho 
22 b 16 777 6.6 62 if vo 
23 a 16 777 9,4 89 | siden 
23 b 16 777 9.1 8.6 7. 
24a 20 | 738 14,2 Ww 
24 b 200 | 738 13,6 11,9 | 
25a 22 738 14.6 12,7 |) — 
25 b 22 738 13,5 19 |J ° 
26 a 22; = 738 14,5 126 1) osay 
26 b 24 | 738 12,4 10.7 J 7 
27 a 22 747 12,7 1 howe 
27 b 22 747 12,3 00.9 Jf 
28 a 20 768 13,5 12,5 | 0.959 
28 b 20 768 13,0 11,9 _y 
29 a 20 751 9,9 8,9 , 
29 b 20 751 9,2 8,2 > 
30a 20 751 7,7 62 Hh pou 
30b | 20 751 7,2 6,5 f° 
31a | 16 777 10,2 9,7 b sain 
Bib | 16 777 9,5 9,0 _ 
B2a | 16 777 5,8 5,5 re 
2b | 16 | 77 5,5 5,2 . 
B3a | 16 | 777 8,6 m Bow 
33b | 16 | 97 8.1 7,7 J 
4a | 160 | 778 9,5 | ce 
Bb | 16 | 778 8,5 80 if o! 
Boa | 17 «| (77 14,4 13,5 |) poi 
sob | 17 772 13,2 1225 {J ’ 





‘) Harn von einem Gichtpatienten. 
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N ‘Volumen N zu| 
N | 






































| 
| Tempe- | _ | Volumen N oo | 
Nr. | ratur | Druck in | abgelesen O°und ‘mm, b:a 
| | reduziert | 
| Grad | mm | ccm ccm | 
| | 
36a 7 | 77 5,5 5.1 | 
ob | 17 | 772 | 5,1 rn 
Fa 16 78 | 12.5 1.8 |) — 
7b | 16 778 | 11,2 | 10.6 J 
38a | 16 78 | | 100 | 
! | | . 0,920 
38b | 16 | 778 92 | 8,7 J 
39a 19 776 13,4 12.5 | 
| 0,903 
39 b 19 | 776 12,1 11,3 } 
4 9 | 776 * 
toa | 19 | 776 6.8 6.3 ‘| 0,855 
Ob | 19 | 776 5,8 5.4 J 
41a 19 | 776 31 | 29 \ ; 
| 0,935 
tb 19 | 776 2.9 2,7 J 
42a | 19 | 776 350 3.3 \ 
| | | 'S 0,928 
‘2b | 16 | 776 32 | 3,0 J 
Ba | 15 | 778 | 83 | 7.9 \ 
| 0,928 
43b 5 | 778 | 72 7,3 J 
haa 19 | 772 | 7,2 6.7 van 
‘4b | 19 772 6,6 a iP’ 
45a 16 778 =| 12,4 11,9 1 _— 
40D 16 778 | 11,3 10.7 a 
| 
tba 16 | 778 | 9,0 | 8.5 | 0.992 
Mb | 16 | 778 | 88 | 79 If ™ 
(7a | 16 778 | 81 me lies 
i7b 16 778 7,6 7,2 J sh 
48a | 16 | 777 | 125 wo 
‘Sb | 16 77 | 16 | 11.0 J = 
i9a | 20 7380 | 138,00 | 14 — 
| ‘ 
‘9b | 20 738 | 125 | 1,0 jf ° 
50a 20 7380 | | 186) =| 120) fae 
20 | 738 #| 125 10 if”? 





‘) Harn nach Angabe von einem Diabetiker. 
*) Harn nach Angabe von einem Diabetiker. 
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Als Mittelwert fiir den Quotienten b: a ist die Zahl 0,926 
erhalten. Nach Ekecrantz und Sé6derman (loc. cit.) wird der 


Harnstoffgehalt aus der Formel 
p = 00,2141 <x v xX g 


berechnet, wo p = Prozentzahl des Harnstoffs 
v = Stickstoffvolumen 
g = Gewicht von 1 cem Stickstoff in Milli- 
gramm bei herschender Temperatur und 
Druck 
0.2141 = konstanter Faktor. 


Wird nun das gemessene Stickstoffvolumen mit dem 
Quotienten 0,926 multipliziert, erhalt man, wenn die Bestim- 
mung des Harnstoffgehalts mit nicht gereinigtem Harn ausge- 
fiihrt ist, einen Wert fiir Harnstoff, als ob die Bestimmung mit 
durch Phosphorwolframsiurereagens gefalltem Harn angestellt 
wire. Anstatt das gefundene Stickstoffvolumen jedesmal mit 
dem Quotienten zu multiplizieren, kann man am besten ein fiir 
allemal den konstanten Faktor 0,2141 mit dem Quotienten 0,926 
multiplizieren. 

p = 0,2141 X 0,926 kX v X g = 0,198 X v X g 

Wendet man sodann anstatt des von E. und S. angege- 
benen Faktors 0,2141 den korrigierten Faktor 0,198 an, wird 
der Harnstoffgehalt eines Harns aus der Formel 

p = 0,198 X v X g 
berechnet, wobei ein viel besserer Ausdruck fiir die wahre 
Harnstoffmenge erhalten wird. Hierdurch wird es im allge- 
meinen auch mdglich, der zeitraubenden Reinigung des Harns 
mittels Phosphorwolframsiurereagens zu entgehen. 

















Beitrage zur Biochemie der Mikroorganismen. 
Von 
Hartwig Franzen. 


VI. Mitteilung.?) 


iiber die Vergarung der Ameisensdure durch Bacillus prodi- 
giosus in konstant zusammengesetzten Nahrboden. 


Von 
Hartwig Franzen und F. Egger. 


(Mitteilung aus dem chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26, April 1912.) 


Hartwig Franzen und G. Greve?) haben friher ver- 
sucht die Vergiérung der Ameisensdure durch verschiedene Bak- 
terienarten quantitativ zu verfolgen. Es konnte mit grofber 
Wahrscheinlichkeit gezeigt werden, dali es mdglich ist, repro- 
duzierbare Werte der Ameisensiiurevergirung zu erhalten, wenn 
die Versuchsbedingungen absolut konstant erhalten werden. 

Es wurde gefunden, dafi die Menge der in der Zeiteinheit 
vergorenen Ameisensiure abhiingig ist: 

1. Von dem physiologischen Zustand des _ betreffenden 
Bakteriums. 

2. Von der Menge des betreffenden Bakteriums. 

3. Von der Temperatur. 

4. Von der Konzentration der Ameisensaure. 

5. Von der Zusammensetzung der Nahrldsung. 

6. Von dem Luftwechsel. 





') 5. Mitteilung: Diese Zeitschrift Bd. 77, S. 129 (1912). 
*) Diese Zeitschrift Bd. 64, S. 169 (1910); Bd. 67, S, 251 (1910); 
Bd. 70, S. 19 (1910). 
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Sind alle diese Faktoren bei verschiedenen Versuchen 
gleich, so muf durch ein und dasselbe Bakterium jedesmal 
dieselbe Menge Ameisenséure vergoren werden. 

Von diesen sechs Faktoren konnten damals 2, 3 und 4 
sicher gleichmabig gestaltet werden. Ferner wurde angenommen, 
dai der physiologische Zustand der Bakterien konstant blieb 
und die gefundenen Abweichungen auf die Verschiedenheit der 
Zusammensetzung der Néhrlésung und auf den verschiedenen 
Luftwechsel zuriickgefiihrt. 

Wir haben nun versucht, auch die Zusammensetzung der 
Nihrlésung und den Luftwechsel gleichmifig zu gestalten und 
dieselben damals verwendeten Bakterienarten unter diesen neuen 
Umstiinden quantitativ auf ihr Vergdrungsvermégen gegeniiber 
Ameisensiiure untersucht, um zu sehen, ob es unter diesen neuen 
Umstiinden mdoglich ist, zu reproduzierbaren Werten zu ge- 
langen. 

Bei den Versuchen von Hartwig Franzen und G. Greve 
wurde ausschlieBlich Bouillon als Nihrlésung verwendet. Es 
konnte damals gezeigt werden, dah es unter Umstiinden méglich 
ist, bei verschiedenen Darstellungsweisen einen gleichmiébigen 
Niihrboden zu gewinnen, daB aber im allgemeinen Bouillon- 
sorten von ungleichmiibiger Zusammensetzung erhalten werden. 
Diesem Ubelstand kann man zum Teil dadurch abhelfen, daf 
man sich fiir eine groBe Zahl von Versuchen die notige Menge 
(mehrere 100 Liter) Bouillon herstellt; aber wenn diese ver- 
braucht ist, wird man sich neue bereiten miissen, die dann 
wieder eine andere Zusammensetzung besitzt. Auch ist man 
nicht sicher, ob die Bouillon beim Aufbewahren nicht ihre che- 
mische Zusammensetzung andert. Ferner diirfte es schwierig 
sein, eine so grobe Menge Nahrboden keimfrei aufzubewahren. 
Wir haben deshalb bei der Ausfiihrung der folgenden Versuche 
kiinstliche Nihrb6den, die man durch genaues Abwiigen ihrer 
Komponenten jedesmal von absolut gleicher Zusammensetzung 
gewinnen kann, benutzt. 

Bei der Zusammensetzung der Niahrbdden haben wir uns 
im allgemeinen nach den schon bekannten Vorschriften gerichtet; 
wir haben aber die einzelnen Substanzen im Verhiiltnis ihrer 
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Molekulargewichte abgewogen. Die verwendete Nihrlésung 
enthielt in einem Liter: 


80 MM 12,0077 g Asparagin C,H,O,N, -- H,O 
30 » 5,4027 » Glukose C,H,,0, 
10 » 1,3617 » Kaliumphosphat KH,PO, 
20 » 2,1220 » Natriumearbonat Na,CO, 
1 » 00,2465 » Magnesiumsulfat MgSO, - 7 H,O 
1 » 00,2191 » Calciumehlorid CaCl, - 6 H,O 
‘1900 «6» «© 0,00278 » Ferrosulfat FeSO, - 7 H,0. 


¥ 


Die Bereitung der Nahrlésung kann nicht in der Weise 
geschehen, dai man die abgewogenen Mengen der einzelnen 
Substanzen in Wasser zu einem Liter l6st, da hierbei ein Nieder- 
schlag entsteht und dieser das gleichmiibige Verteilen der Nahr- 
lGsung in die einzelnen Versuchskolben unmdglich macht. Es 
ist deshalb notwendig, die Lésung der einzelnen Substanzen 
erst in den Versuchskolben miteinander zu mischen. Zu diesem 
Zwecke werden zu 500 ccm gelést: das Asparagin, der Trauben- 
zucker, das Magnesiumsulfat und das Ferrosulfat, zu 250 ccm 
das Caleiumchlorid und ebenfalls zu 250 cem die Soda und 
das Kaliumphosphat. Das Eisenvitriol wurde der Einfachheit 
wegen in der 100fachen Menge abgewogen, zu einem Liter ge- 
lOst und von dieser LOsung 10 cem zu dem Asparagin, Trauben- 
zucker und Magnesiumsulfat hinzugegeben. — Das Calcium- 
chloridhexahydrat konnte wegen seiner EKigenschaft, Wasser an- 
zuziehen, nicht genau abgewogen werden; es wurden deshalb 
annahernd 20 g zu einem Liter gelést, durch Analyse der Ge- 
halt an Calciumchloridhexahydrat festgestellt und dann mit einer 
Birette von dieser LOsung die der oben angegebenen Menge 
Calciumchloridhexahydrat entsprechende Anzahl] Kubikzenti- 
meter abgemessen und zu 250 ccm aufgefiillt. Von den so er- 
haltenen 3 Lésungen wurden von der ersten 50 cem und von 
den beiden anderen je 25 cem in die Versuchskolben gegeben. — 
Das Asparagin, die Glukose und die Salze wurden von Kahl- 
baum bezogen. Es gelangte das gewohnliche Asparagin und 
von wasserfreiem Traubenzucker die Marke «Kahlbaum» zur 
Verwendung. Diese Nihrlésung laBt sich jedesmal in genau 
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gleicher Zusammensetzung wieder herstellen; die Forderung, 
daB die Niahrlésung eine gleichmabige Zusammensetzung haben 
muB, ist also fiir die folgenden Versuche erfiillt. 

Das Beimpfen der einzelnen Versuchskolben wurde nach 
einer schon von Hartwig Franzen und G. Greve angegebenen 
Methode ausgefiihrt. Von einer frischen Agarstrichkultur wurde 
eine Platindse voll Bakterienmasse entnommen und in einem 
Reagenzglase, welches mit der Niéhrlésung beschickt war, gut 
verteilt. In dieser Weise wurden 2 Reagenzgliser geimpft und 
24 Stunden bei der Versuchstemperatur stehen gelassen. Aus 
den Reagenzgliisern wurde dann, nachdem gut umgeschittelt 
worden war, mit einer sterilen Pipette 5 ccm Fliissigkeit ent- 
nommen und in je einen mit 100 cem Nahrlésung gefiillten 
Erlenmeyer-Kolben gegeben und wieder 24 Stunden bei der 
Untersuchungstemperatur stehen gelassen. Dann wurden aus 
jedem Kolben 10 eigentliche Versuchskolben durch Ubertragung 
von zehnmal 5 cem Fliissigkeit geimpft. Die aus dem einen Ver- 
suchskolben geimpften Versuchskolben erhielten die Nummern 
1—10, die aus dem anderen geimpften die Nummern 11—20. 

Durch die Methode der Impfung wird nun bei der Be- 
schickung der eigentlichen Versuchskolben mit der Néhrlosung 
eine Anderung in der Menge der abzuwiigenden Substanzen, 
sowie in der in die Kolben einzufiillenden Fliissigkeitsmenge 
notwendig, da ja auch die 5 cem Impffliissigkeit Nahrsalze ent- 
halten und auch das Flissigkeitsvolumen der eigentlichen Kultur- 
kolben vergrofern. Diese 5 ccm Impffliissigkeit miissen sowohl 
ihrem Volumen nach, als auch nach der Menge der in ihnen 
enthaltenen Nihrsubstanzen in Rechnung gezogen werden. Es 
diirfen also nur 95 ccm Nahrlésung von der richtigen Zusammen- 
setzung in den eigentlichen Versuchskolben vor der Impfung 
vorhanden sein. Um dies zu erreichen, werden abgewogen und 
zu 500 cem gelost 


Asparagin 12,6748 g 
Glukose 5,7029 
Magnesiumsulfat 00,2603 » 
Ferrosulfat 0,002935 » 


¥ 
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Zu 250 ccm werden geloést 
Natriumearbonat 2,5199 g 
Kaliumphosphat 1,6170 » 

Zu 250 cem werden gelést 
Calciumcehlorid 0,2602 g. 

In die einzelnen Versuchskolben werden dann gefiillt 45 cem 
der ersten und je 20 ccm der beiden anderen Lisungen werden 
noch 10 ccm Wasser hinzugefiigt. Werden jetzt die 5 ccm Impf- 
fliissigkeit hinzugegeben, so enthalt jeder Kolben 100 cem Nahr- 
losung von der weiter oben angegebenen Zusammensetzung. 
Jedem Kolben wird auferdem noch !/100 Grammolekiil Ameisen- 
siiure als Natriumformiat hinzugefiigt. Die berechnete Menge 
Natriumformiat 8,5072 g wurde mit dem Calciumchlorid zu- 
sammen zu 250 ccm gelést und je 20 ccm dieser Lésung in 
die einzelnen Kolben gegeben. Das fiir die Versuche verwendete 
Natriumformiat wurde von Kahlbaum bezogen, umkrystallisiert 
und im Vakuumexsikkator getrocknet. Mehrere Analysen zeigten, 
da8 das Salz rein war. 

Bei den friiheren Versuchen von Hartwig Franzen und 
C. Greve wurden als Kulturkolben Erlenmeyer-Kolben, die 
mit dem in der Bakteriologie tiblichen Wattepfropfen ver- 
schlossen waren, benutzt. Ein solcher Wattepfropfen gewihr- 
leistet nun keineswegs einen gleichmifigen Luftwechsel. Der 
Wattepfropfen ist einmal etwas ktirzer, einmal etwas linger, 
einmal ist er etwas fester gestopft, ein anderes Mal etwas 
lockerer, mitunter ist er von Wasserdimpfen durchfeuchtet, 
mitunter ist er trocken. Alle diese Verschiedenheiten bedingen 
natiirlich eine ungleichmifige Porositét und dadurch einen 
ungleichmaSigen Luftwechsel. Um nun einen gleichmiSigen Luft- 
wechsel zu erzielen, haben wir ftir die folgenden Versuche 
einen von Hartwig Franzén') angegebenen Kolben benutzt, 
der bei sicherlich gleichmaéSiger Luftzufuhr trotzdem Keim- 
freiheit fiir wenigstens 8 —10 Tage sichert. Der Kolben besteht 
aus einem 200 ccm fassenden Erlenmeyer-Kolben mit etwa 
5—6 cm langem Hals, dessen Réander nicht umgeschmolzen 


') Zentralblatt fiir Bakter., II. Abtlg., Bd. 30 (1911), S. 232. 
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sind. Auf dem oberen konischen Teil des Kolbens kann ein 
Kragen von Messingblech, der drei Stiitzen triagt, aufgesetzt 
werden. Auf diesen Stiitzen ruht ein oben zugeschmolzenes 
8—9% cm langes und 4 em weites Glasrohr. Der Zwischenraum 
zwischen dem Hals und dem tibergestiilpten Glasrohr betragt 
ca. 1 cm und die Entfernung der Offmung des Kolbens von 
dem Glasrohr 1,5 cm. 

Die mit der Niihrl6sung beschickten und geimpften Kolben 
wurden in Ostwaldsche Thermostaten, welche eine Gleich- 
miifbigkeit der Temperatur von -+ 0,1° gewiihrleisteten, gestellt 
und nach einer bestimmten Zeit die vorhandene Menge Ameisen- 
siiure nach einer von uns angegebenen Methode bestimmt. 

Die fiir die Versuche notwendigen Bakterienkulturen 
wurden von Kral in Prag bezogen: sie wurden bei Zimmer- 
temperatur auf Agar fortgeziichtet. 

Von den Bedingungen, von welchen die Gleichmabigkeit 
der Vergirung der Ameisensiure abhingig ist, sind bei unseren 
Versuchen, wie aus der eben geschilderten Versuchsanordnung 
hervorgeht, sicher erfiillt 3., 4., 5. und 6. Gleichméfigkeit der 
Temperatur, der Konzentration der Ameisensiaure, der Zusammen- 
setzung der Niihrldsung und des Luftwechsels. Daf die Bak- 
terienmenge ebenfalls gleichmabig war, soll spater gezeigt werden. 
Der physiologische Zustand der Bakterien anderte sich jedoch 
wiihrend der Versuchsdauer, wie ebenfalls spater gezeigt 
werden soll. 

Zuniichst soll das gewonnene Zahlenmaterial aufgefiihrt 
werden und seine kritische Besprechung erst spiter erfolgen. 
Die Anordnung des Zahlenmaterials ist dieselbe, nur in etwas 
vereinfachter Weise, wie in den Arbeiten von Hartwig Franzen 
und G. Greve. Es wurden auch diesmal wieder die relativen 
und die absoluten Werte aufgefiihrt, um einen guten Vergleich 


zu ermoglichen. 
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17°. 
Tabelle Nr. 1. — 1. Tag 2. VII. 1909. 
ei Kolben Kalomel | en | ae — pen pte 
in Nr. | HCOOH | HCOOH HCOOH a 
Tagen | @ g | %o g °/o 
1 1 | 47271 04620 | 100,38 +0,0018 +0,38 
2 | 3 | 4.8844 | 04773 | 103,72 (+0,0171 +3,72 
3 | 5 | 5,0357 04921 | 106,94 +0,0319 + 6,94 
4 7 | 4,8782 04767 | 103,59 +0,0165 + 3,59 
) 9 | 4,7821 04673 | 101,32 +0,0071 + 1,32 


Tabelle Nr. 2. — 1. Tag 2. VII. 1909. 





—- 





Zeit Kolb : Noch | Noch | Vergoren | Vergoren 
oiD€N Kalomel | vorhandene | vorhandene HCOOH | HCOOH 


~ | HCOOH | HCOOH | | 





47170 04610 | 100,17 +0,0008 +0,17 

2 4 | 48393 04729 | 102,77 +0,0127 +2,77 
50113 04897 | 10642 +0,0295 +642 
% 8 | 48999 0,789 | 10405 0.0187 +405 
7493 0,4642 | 100,85 +0,0042 +0,85 


Mittlere Tabelle der relativen Werte. 
+- 0,28 - 
+ 3,25 
+ 6,68 
-+ 3,82 
+- 1,09 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 


I 2 
+- 0,10 — 0,11 
+- 0,47 — 0,48 
+. 0,26 — 0,26 


+ 0,23 +- 0,24 


+ 0,23 — 0.23 
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Mittlere Tabelle der absoluten Werte. 
+ 13 
+- 149 
+ 307 
+176 
+ 57 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 





1 2 
+ 5 — 5 
+ 22 — 22 
+ 12 — 12 
— il + 11 
4 on 
Tabelle Nr. 3. — 1. Tag 9. VII. 1909. 



































Zeit | | _ Noch Noch Vergoren | Vergoren 
-_ |Kolben| Kalomel | vorhandene | vorhandene | , " 
in Te. | | HCOOH HCOOH. | HCOOH | HCOOH 
lagen) | g | g %o g |  °%/o 
1 1 | 46775 0,4571 99,33 —0,0031 — 0,67 
2 3 | 4.7761 | 0.4668 101,42 +0,0066, + 1,42 
3 5 | 4,9615 0,4849 105,36 10,0247) + 5,36 
f 7 | 5,1201 0,5004 108,73 +0,0402 + 8,73 
dD 9 | 5,0690 0,4954 107,64 +0,0352) =- 7,64 
Tabelle Nr. 4. — 1. Tag 9. VII. 1909. 
Zeit | | | Noch Noch Vergoren | Vergoren 
’ Kolben Kalomel | vorhandene | vorhandene | aes 
_in | wes “HcooH | HcooH | HCOOH | HCOOH 
Tagen) | @ | g /g | g | % 
! 2 46963 04589 | 99,73 |—0,0013) —0,27 
2 4 | 4,7637| 0,4656 | 101,16 +0,0054 +116 
3 6 | 4.9570 04844 | 105,27 hein + 5,27 
4 8 verungliickt | | | 
i) 10 5.0717 0,4956 107,68 (+0,0354 + 7,68 
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Mittlere Tabelle der relativen Werte. 





— 0,47 
+ 1,29 
+ 5,32 
+ 8.73 
+ 7,66 
‘ Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
i mittleren Tabelle. 
; 3 4 
‘ + 0,20 — 020 
i + 0,13 — 0,13 
‘ + 0,04 — 0,05 
‘ + 0,00 ~ 
— 0,02 + 0,02 
2 Mittlere Tabelle der absoluten Werte. 
— 22 
=o 
; +245 
| + 402 
7 + 353 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 














3 4 
4. 9 | «© 
+ 6 oil 
+2 — 3 
+ 0 — 
— + 1 
Tabelle Nr. 5. — 1. Tag 5. XI. 1909. 
Zeit ci | | Noch Noch | Vergoren | Vergoren 
vit | ve alone | eo | HCOOH | HCOOH 
agen | g | g %0 | g | Oy 
1 | 1 | 4,7484  0,4640 100,70 +-0,0038 + 0,70 
2 3 | 4,9646 0,4852 105,30 |+0,0250 + 5,43 
3 5 | 49862 | 0,4873 105,89 |+0,0271) +5,89 
i 7 | 4,7497 | 0,4642 100,86 +0,0040 + 0,86 
5 | 9 | 45017 0,4399 95,60 —0,0203 — 4,40 
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Tabelle Nr. 6. — 1. Tag 5. XI. 1909. 
EE 














Z “it 7 Noch Noch | Ve o > | Vy "Co e 
ia Kolben Kalomel vorhandene | vorhandene | aanaar | sllaer 

P Nr HCOOH | HCOOH | “* Sattetints 

lagen , g g | %/o | 2 | “9 
1 2 47212 04614 | 10026 |+0,0012 +026 | 
2 t 49915 04877 | 105,98 +0,0275 +5,98 | 
3 6 | 4,9753 0.4862 105,65 (+0,0260 +5,65 
4 8 | 4,7439 0.4636 | 100,74 (+-0,0034 +0,74 
> 10 4,5188  =04416 | 95,96 |—-0,0186 — 4,04 


Tabelle Nr. 7. — 1. Tag 5. XI. 1909. 
$$ 
| l 
































Zeit Kolben| Kalomel — | — | Vergoren | Vergoren 
. aiome vornanaene | vorhnandene ' I 
a ae | HCOOH | HCOOH | HCOOH | HCOOE 
Tagen io o | o | Vg | g % : 
1 | 11 | 4.7873 04679 | 101,60 +0077 1.60 } 
2 13 | 4,9411 04829 | 104,93 +0,0227 + 4.93 
3 15 | 4,9635 04851 105,40 -0,0249; + 5,40 : 
4 17 | 4,7560 04648 — 101,00 |+-0,0046, + 1,00 
5 | 19 | 45140) 04411 | 95,86 |-0,0191) —4,14 i 
Tabelle Nr. 8. — 1. Tag 5. XI. 1909. 
Zeit ‘Kolben| Kalomel | vorhand | Noch | Vergoren ‘Vergoren i 
. | Kalomel | vorhandene | vorhandene | | ‘ b 
_in Nr HCOOH | HCOOH | HCOOH | HCOOH i 
lagen | g | g | 9 | g | %0 a 





1 12 | 4,7708  0,4662 | 101,30 |+0,0060 +1,3 
2 14 | 4,9821  0,4869 | 105,80 +0,0267 +5,8 
3. 16 | verungliickt | | | 
| 100,28 |+0,0013 +0,28 
| 


4 18 | 4,7223| 04615 | 
5 | 20 | 4.5463) 0.4443 96,50 —0,0159 —3,) 


Mittlere Tabelle der relativen Werte. 


+ 0,97 
1 5,54 
+ 5,65 
4. 0,72 


— 4,02 
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Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 


jis eer eae wee 








mittleren Tabelle. 
5 6 7 8 
— 0,27 — 0,73 +- 0,63 + 0,33 
— 0,11 + 0,44 — 0,61 + 0,26 
+ 0,24 + 0,00 — 0,25 — 
+ 0,14 + 0,02 + 0,28 + 0,44 
+ 0,38 +- 0,02 + 0,12 +- 0,25 
Mittlere Tabelle der absoluten Werte. 
+ 47 
+- 255 
+- 260 
i +. 33 
7 — 185 


Regs tv ci 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 























Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIX. 





5 6 7 8 
i = | — 35 + 30 + 13 
i — 5 + 20 — 28 + 12 
; +- 11 + @ — il — 
i + 7 + 1 + 13 — 20 
; + 18 + 1 + 6 — 26 
Tabelle Nr. 9. — 1. Tag 27. I. 1910. 
— i. Kalomel | rorhandene vorhandene ‘a bt 
Tagen| “™ g | g /9 /y 
1 1 | verungiiickt 
2 | 3 | 4,7708| 0,4662 101,33 +0, 0060 + 1,33 
3 D | 50702 0,4955 107,67 +0, 0353 + 7,67 
4 | 7 | 49275) 04815 | 104,64 a +464 
5 9 | verungliickt | 


13 
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Tabelle Nr. 10. — 1. Tag 27. I. 1910. 















































Zeit | ‘Kolben. ait a ‘Noch vorhan- Noch vorhan- | Vergoren | Vergoren 
in ‘dene HCOOH dene HCOOH) HCOOH | HCOOH 
Tagen Nr. | g g | %/o | g | %o 
1 | 2. verungliickt | | 
2 4 4.7885 0,4680 | 101,68 +0,0078 + 1,68 
3 6 50628 04948 | 107,51 |+0,0346 +7,51 
4 | 8 | 49340! 0,4822 : 104,78 +0,0220 + 4,78 
» | 10 | verungliickt | | 
Tabelle Nr. 11. — 1. Tag 27. I. 1910. 
Zeit Ikotnen| Kalomel [Noch vorhans Noch vorhen Vereoeer Mtoe 
Tagen| Nr. g | g | %/o | g | %o A 
1 | 11 : verungliickt | | ‘ 
2 | 13 | 47900) 0,4681 | 101,72 /+0,0081) +1,72 i 
3 | 15 | 4.9841 | 0,4871 105,87 0.0269 + 5,87 | 
4 17 | 4,9446 | 0,4832 | 105,00 onete + 5,00 
5 | 19 verungliickt | 
Tabelle Nr. 12. — 1. Tag 27. L 1910. 
Zeit Ikatben| Kalomet [Root vara Noek ronan: Vengcaee | Vareoeee 
Tagen) Nr. |g g | %Jo g | %o 
1 | 12 | verungliickt 
2 | 14 | 4.7561  0,4648 101,00 +0,0046 + 1,00 
3 | 16 | 5,0587  0,4944 | 107,43 |+-0,0342) +7,43 
4 | 18 | 49670 0,4854 105,47 (+0,0252) + 5,47 
5 | 20 | verungliickt 











Vilna tiated Beobachtungen zu den 
Tabellen 9, 10, 11, 12. 


I. Tag. Alle Kolben gleichmabig, die Triibung duferst gering, 
jedoch tiberall vorhanden, bei 1 —10 vielleicht etwas 
stirker. 

Il. Tag. Alle gleichmaf8ig, nicht sehr stark, aber deutlich triib 
mit Neigung zur Ringbildung. 

lll. Tag. Alle gleichméBig triib, schwacher Ansatz am Rand. 

IV. Tag. Alle gleichmaBig stark getriibt, sonst unverdndert. 

V. Tag. Alle gleichmik&ig, Fliissigkeit deutlich rosa, schwach 


roter Ring am Rand. 


| 
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Mittlere Tabelle der relativen Werte. 

2. Tag + 1,43 
’ -+- 7,54 ohne Tabelle Nr. 11. 
: + 4,98 
Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 





9 10 11 12 
— 0,10 +025 +025 — 043 
+ 0,13 — 0,03 \— 1,67 — 0,11 
eae — 0,20 —0,02 + O51 
Mittlere Tabelle der absoluten Werte. 
| 2. Tag + 66 
b -+- 347 ohne Nr. 11. 
i + 224 
Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 














9 10 11 12 
—”y +e ‘ts — 
+ 6 — 4 i— 78| — § 
= on —19 +. 28 
Vergleich der mittleren Tabellen der relativen Werte. 
1,2 4, 3 5-8 . 12 





+028 —047 +097 eo 
+325 +129 +4554 + 1,43 
+ 6,68 +. 532 4. 5,65 4 7.54 ohne Tabelle 11. 
+382 +873 +072 + 498 





-L 1,09 + 7,66 —- 4,02 — 

Vergleich der mittleren Tabellen der absoluten Werte. 
‘ 1,2 _ 3 4 a. as 
+ 13 — 92 + 47 — 
+ 149 + 60 + 255 + 66 

-!- 307 + 245 + 260 -++ 347 ohne Nr. 11 

+ 146 + 402 + 33 +. 224 

 §7 + 353 + 185 — 


13* 
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Hartwig Franzen und F. Egger, 


Wie aus dem Vergleich der gefundenen Werte hervor- 
geht, ist die Aufstellung einer gemeinsamen mittleren Tabelle 
nicht angingig. Die Giértatigkeit halt sich zwar am ersten 
Tage in vergleichbaren Grenzen, dann treten jedoch grofe 
Differenzen auf. 

Zwischen den Versuchen in Tabelle 1 und 2 und Tabelle 
3 und 4 liegt eine Zeit von 8 Tagen, zwischen diesen und den 
in Tabelle 5—8 eine Zeit von 4 Monaten. In einem Abstand 
von weiteren 2!/2 Monaten wurden dann die in Tabelle 9—12 
aufgefiihrten Versuche angestellt. Wie ersichtlich, stimmen die 
zu gleicher Zeit angestellten Versuche immer gut iiberein, diffe- 
rieren jedoch stark von den zu anderen Zeiten unternommenen. 

Die in Tabelle 3 und 4 erscheinende Eigentiimlichkeit, 
dafi am ersten Tage Ameisenséiure vergoren und am darauf- 
folgenden Ameisensiure gebildet wird, diirfte auf Analysenfehler 


zuriickzuftihren sein. 














at°. 
Tabelle Nr. 13. — 1. Tag 12. XI. 1909. 
Zeit | | , Noch Noch Vergoren | Vergoren 
‘in poring Kalomel | —— —," HCOOH | HCOOH 
Tagen | g g %o g %/o 
1 1 4,9322 0,4820 104,73 |+0,0218} + 4,73 
2 3 5,0724 0,4957 107,72 |+0,0355} + 7,72 
3 5 4.7174 0,4611 100,20 |+0,0009} + 0,20 
4 7 4,5708 0,4467 97,06 |—0,0135) — 2,94 
5 9 4,2429 0,4147 90,10 |—0,0455| — 9,90 








Tabelle Nr. 14. 














— 1. Tag 12. XI. 1909. 





Zeit |, | Noch Noch Vergoren | Vergoren 
. ‘S| Kalomel <a | —— anal oat es 
| z=: g °/o g °/o 
1 2 | 4,9233 | 0,4812 104,55 |+0,0210) + 4,55 
2 4 | 5,0959| 0,4980 108,21 |+0,0378] + 8,21 
3 6 | 4,7516|} 0,4640 100,83 |+-0,0038} + 0,83 
4 8 | 4,5588 | 0,4455 96,81 |—0,0147} — 3,19 
5 10 | 4,2483 0,4152 90,21 |—0,0450} -— 9,79 























of 
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Makroskopische Beobachtungen zu den 


Il. Tag. 


. Tag. 


Tag. 


Tabellen Nr. 13 und 14. 


Alle Kolben gleichmafig getriibt, an der Oberfliche 
feine Schuppen. 
Alle Kolben gleichmaBig staérker getriibt, am Rande 
leichter rosa Ring. 
Alle Kolben gleichmaBbig, starker rosa Ring. 

Alle Kolben gleichmafig, Fliissigkeit rosa, dicker 


roter Ring. 


Alle Kolben gleichmifig, dicker tiefroter Ring, Fliissig- 


keit stark 


rosa. 


Tabelle Nr. 15. — 1. Tag 19. XI. 1909. 









































Zeit | Noch Noch _ Vergoren | Vergoren 
n — Kalomel | ——— a | HCOOH | HCOOH 
Tagen | g | g 9 | g 9 
1 1 4,9379 0,4826 104,86 |+0,0224| + 4,86 
2 | 3 53,0514 0,4937 107,26 |+0,0335| + 7,26 
3 D 4.9252 0,4813 104,60 |4-0,0211|] + 4,60 
4 7 4.6294 0,4524 98,31 0,0078} — 1,69 
5 | 9 | 42952] 0,4198 91,21 |0,0404| — 8,79 
Tabelle Nr. 16. — 1. Tag 16. XI. 1909. 
| ion 
Zeit - _ Noch __ Noch 'Vergoren | Vergoren 
in a Rotomel | woeeeee | ee | RENN TOON 
Tagen | g | g 0 g Fg 
1 2 | 4,9949 (),4881 106,07 |+0,0279] + 6,07 
2 4 | 51522} 0,5035 109,4 |+0,0433] + 9,4 
3 | 6 | 4,7451| 04637 | 100,76 |+0,0035] + 0,76 
4 8 | 4,6741 0,4568 99,26 |—0,0034] — 0,74 
5 10 | 4,2956 0,4198 91,22 |—0,0404| — 0,78 




















Makroskopische Beobachtungen zu den 
Tabellen Nr. 15 und 16. 

I. Tag. Alle Kolben gleichmabig schwach getribt. 
ll. Tag. Alle Kolben gleichmaBig starker getriibt, leichter 


rosa Ring. 
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Il. Tag. 
IV. Tag. 


V. Tag. 





Hartwig Franzen und F. Egger, 


Alle Kolben gleichmabig, Fliissigkeit rosa, der Ring 
starker. 

Alle Kolben gleichmaBig, die Farbe des Ringes 
jetzt rot. 

Alle Kolben gleichmaBig, die Fliissigkeit stark rot, 
der Ring hat sich in Flocken zerteilt und bedeckt, 
karmoisinrot gefirbt, die ganze Oberfliche. 


Tabelle Nr. 17. — 1. Tag 19. XI. 1909. 








 ————————————————————————————————————————————————————— 




















Zeit Ixoten| Kelomel | v a : i Vergoren | Vergoren 
. aiome Oornandene | vornan e 
in | we. HCOOH | HcooH | HCOOH | HCOOH 
Tagen g g Jy g %/g 
1 11 | 4,8879| 0,4777 103,80 |4+-0,0175} + 3,80 
2 13 | 5,1080| 0,4992 108,47 |+0,0390) + 8,47 
3 | 15 | 4.7309] 0,4623 | 100,46 |+0,0021] +0,46 
4 | 17 | 46572] 0,4551 98,90 |—0,0051] — 1,10 
9) 19 | verungliickt 





Tabelle Nr. 18. — 1. Tag 19. XI. 1909. 























— Kolben Kalomel oat ae a en Se 
in Ne. HCOOH HCOOH HCOOH | HCOOH 

Tagen g g /g g Og 
1 12 | 4,0253 | 0,3934 85,48 |—0,0668)] — 14,52 
2 14 | 2.2915] 0,2240 48,66 |—0,2362) — 51,34 
3 16 | 4,7331 | 0,4626 100,5 |4+0,0026)+ 0,5 
4 18 | 4,6505| 0,4545 98,76 |—0,0057)— 1,24 
5 20 | 4,2871] 0,4190 91,04 |—0,0412]— 8,96 

Makroskopische Beobachtungen zu den 
Tabellen Nr. 17 und 18. 
1. Tag. Alle Kolben gleichmaéBig schwach getriibt. 
Il. Tag. Alle Kolben gleichmabig, starker getriibt mit leichtem 
rosa Ring. 
Ill. Tag. Alle Kolben gleichmaBig, Fliissigkeit schwach rosa, 


der Ring stiarker geworden, bei Kolben 16 starkere 
Farbstoffbildung. 
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IV. Tag. Alle Kolben gleichmabig rot gefiarbt, der Ring noch 
breiter. 

V. Tag. Alle Kolben gleichmafig stark rot. Der Ring los- 
gelést, in karmoisinroten Flocken die Oberfliche 
bedeckend. 


Mittlere Tabelle der relativen Werte. 
-+ 4,8 ohne Nr. 18 
-+- 8,21 ohne Nr. 18 
+ 0,55 ohne Nr. 15 
— 1,82 
— 9,24 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 
13 14 15 16 17 18 
— 0,07 —0,25 +0,06 + 1,27 — 1,00 |+ 19,32) 
— 0,49 +000 —095 +119 + 0,26 |-+ 59,55 | 


on 





— 0,35 + 0,28 |+ 4,05) +021 —0,09 — 0,05 
~t tig 18 —1 —ar ~ OM 
i -0,66 +055 —045 —046 — — 028 


Mittlere Tabelle der absoluten Werte. 
+- 221 ohne 18 
-+- 378 ohne 18 
+ 26 ohne 15 
— 84 
— 425 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 








13 14 15 16 17 18 
—3 —-11 + 38 +58 —46 [+ 889] 
24-6 oe +* Eo 
—-f +R |- me +e —~b & 'O 
+ 51 -L 63 — 6 — 50 — —_— 7 
+0 +% — 2M —@ a in 8 
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Tabelle Nr. 19. — 1. Tag 3. II. 1910. 














_ Kotben| Kalomel ee: a Vergoren  Vergoren 
in | | HCOOH HCOOH HCOOH | HCOOH 
Tagen’ Nr. | g g g g | od 
1 | 1 | verungliickt | 

2 | 83 | 4.9165 | 0,4805 | 104,40 +-0,02038 + 4,40 
3 | 5 | 4,6958  0,4589 99,72 —0,0013 — 0,28 
4 | 7 | 43162] 0,218 91,66 —0,0384 — 8,34 
5 | 9 | 40760 0.3983 85,55 0.0619 13,45 


Tabelle Nr. 20. — 1. Tag 3. II. 1910. 


























_ Siar Kalomel | a eae mes | Seen 
im | HCOOH HcooH | HCOOH | HCOOH 
Tagen) Nr g g °/o g °/o 

1 | 2 | verungliickt 

2 | 4 | 48927| 04781 | 103,90 +0.0179 + 3,90 
3 | 6 | 4.6751} 0,4569 99,28 |—0,0033 — 0,72 
4 | 8 | 4,2992 0,4202 91,30 |—0,0400 — 8,70 
5 | 10 | 40453 0,3958 85,91 |—0,0649 —14,09 


Tabelle Nr. 21. — 1. Tag 3. II. 1910. 


























Zeit | | : | Noch Noch Vergoren | Vergoren 
* pone Kalomel — om HCOOH | HCOOH 
Tagen| Nr. | g g 0 g %0 
1 11 verungliickt 
2 13 | 4,9732 | 0,4860 105,61 |4+0,0258 + 5,61 
3 | 15 | 4,7455 : 0,4638 | 100,78 |+0,0036 + 0,78 
4 | 17 | 43009) 0,4203 91,33 |—0,0339 — 8,67 
5 | 19 | 40615/| 0,3969 86,25 |—0,0633| —13,75 
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Tabelle Nr. 22. — 1. Tag 3. II. 1910. 























F vg manne Kalomel | vorhandene vorhandene bin | bes 

1 Tagen) Nr. | g g %o g |  % 

a 1 12 | verungliickt | 
2 14 | 50104 | 04897 106,41 |+0,0295 + 6,41 
3 | 16 | 46928 0,4586 99.65 —0,0016 — 0,35 
4 | 18 | 43096 0,4212 91,52 0.0390 — 8,48 
5 | 20 | 4,0677| 0,3975 86,38 |—0,0627 —13,62 











Makroskopische Beobachtungen zu den 
Tabellen Nr. 19—22. 

I. Tag. Alle Kolben gleichmafig mit deutlicher, aber nicht 
zu starker Triibung. 

lI. Tag. Alle Kolben gleichmaéfig stark getriibt, Fliissigkeit 
schwach gelb. 

Ill. Tag. Wieam zweiten Tag, am Rand stellenweise rosa Ring. 

IV. Tag. Die Fliissigkeit ist jetzt rosa gefarbt, der Ansatz am 
Rand deutlicher. 

V. Tag. Der Ring ist noch stérker geworden, sonst keine 
Anderung. 


Mittlere Tabelle der relativen Werte. 
2. Tag + 5,08 
+ 0,45 ohne Nr. 21 
— 8,55 
— 13,75 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 





19 20 1 29 
— 0,68 — 118 0,53, 4 1,33 
«mn G97 +- 0,27 |— 1,23] — 0,10 
— 0,21 + 0,15 10,12 — 0,07 


— 0,30 + 0,34 + 0,00 — 0,13 
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Mittlere Tabelle der absoluten Werte. 


_ = 


+ 234 
— 21 ohne 21 
— 393 
— 632 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 





19 20 —— a 22 
— — 5d + 24 -+ 61 
— 8 ++ 12 |— 58| — 5 
— 9 + 7 — 6 — 3 
— 13 + 17 + 1 _ - 


13—18 19—22 

+ 4,8 ohne 18 — 

+ 8,21 ohne 18 +- 5,08 

+ 0,55 ohne 15 — 0,45 ohne 21 
— 1,82 — 8,55 

— 9,24 — 13,75 


Vergleich der mittleren Tabellen der absoluten Werte. 


13—18 19—22 

-+- 221 ohne 18 —_ 

+. 378 ohne 18 + 234 

-+ 26 ohne 15 — 21 ohne 21 
— 8&4 — 393 


— 425 — 632 
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Tag 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 
1. +218 | +210 | +224 | +279 | +175 ||— 668); — oe amin ie 
2. | +355 | +378 | +335 | +433 | +390 ||—2362]| +203 | +179 | +258 | + 985 
3. + 9] + 38 | +211); + 35) + 21}/+ 26] — 138} — 33/4 36|— 16 
4, — 135 | —147| — 78 | — 34/ — 51|— 57] —384 | —400 | —399 | — 390 
6, — 455 | —455 | —404 | — 404 — | — 412} —619 | —649 | — 633 | — 627 

















Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen Ameisensidure. 








Tag | 13 | 14 | 15 16 | 17 is | 19 20 2 | 99 

| | | 
1. | +218 | +210 | +224 | +279 | +175 | [—668)|  — a oan eer 
2 | +9eF| +168! +401 | 4496) pee) = fe a oe 
3. | —346 | —340 | [—124/! —398 | —369| — | —216| —a12| —229 | 311 
4. | —144 | 185 | —289| — 69 | — 72| — 83 | —871 | —367 |) —435 | —374 
5. — 320 | — 303 | —326| —370' — | —355 | —235 | —249! —994 | _997 
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Beitrage zur Biochemie der Mikroorganismen. VI. 


Auch bei den bei 21° erhaltenen Werten ist es nicht 
angaingig, eine gemeinsame mittlere Tabelle aufzustellen. Die 
gleichzeitig unternommenen Versuche stimmen gut iiberein; 
auch stimmen die Versuche in Tabelle 13 und 14 und in Tabelle 
15—18, die in einem Zwischenraum von 8 Tagen ausgefiihrt 
wurden, gut miteinander tiberein; sie konnten daher zu einer 
gemeinsamen mittleren Tabelle zusammengefafit werden. Die 
in Tabelle 19—22 aufgefiihrten Versuche, welche 3 Monate 
spater ausgefiihrt wurden, zeigen sehr _ betriachtliche Ab- 
weichungen. Bei den zuerst ausgefiihrten Versuchen wurde 
viel mehr Farbstoff erzeugt, als bei den 3 Monate spiter an- 
gestellten Versuchen. Es zeigt sich hier sehr deutlich, dab 
mit einer Anderung des physiologischen Zustandes eine Ande- 
rung des Ameisenséurevergarungsvermogens Hand in Hand geht. 




































































27°. 
Tabelle Nr. 23. — 1. Tag 25. VI. 1909. 
Zeit . | Noch Noch Vergoren | Vergoren 
me — Kalomel | a a HCOOH | HCOOH 
Tagen g g Fg g lg 
1 1 5,1031 0,4987 108,40 +0,0385 + 8,40 
2 3 4.4054 | 0,4305 93,54 (—0,0297 — 6,46 
3 | 5 | 41147) 0,4022 87,38 |—0,0570| —12,62 
4 7 3,8529 0,3765 81,82 |—0,0837| —18,18 
5 9 3,9961 | 0,3905 84,86 |—0,0097) —15,14 
Tabelle Nr. 24. —- 1. Tag 25. VI. 1909. 
Zeit Noch Noch Vergoren | Vergoren 
Kolben| Kal ] handene | vorhandene . 
in | _o "HCOOH HCOOH | HCOOH | HCOOH 
Tagen g | g %g g Fo 
1 2 | 5,0912 | 0,4976 108,12 (+0,0374)+ 8,12 
2 4 | 4.2390 | 0,4142 90,02 |—0,0450; — 9,98 
3 6 | 4,1928; 0,4097 89,03 |—0,0505) — 10,97 
4 | 8 | 40427/ 0,8951 85,87 |—0,0641| —14,13 
5 10 | verungliickt 
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Tabelle Nr. 25. — 1. Tag 2. VII. 1909. 
eEeEeEeeeeeeeeeeoEeEeEeEeEeEeEeE——_————E—EOEeeee 













































































Zeit | Noch Noch Vergoren | Vergoren 
. |Kolben) Kalomel handene | vorhandene 
in| wy. — HCOOH. | HCOOH | HCOOH | HCOOH 
Tagen| | g g Fg g Fg 
1 1 4.8323 0,4722 102,61 +0,0120 + 2,61 
2 | 83 | 43543) 0.4255 9247 |—0,0847, — 7,53 
3 | 5 | 38,7415] 0,3657 79,45 |—0,0945| —20,55 
4 7 4,3650 | 0,4266 92,69 |—0,0332) — 7,31 
5 | 9 | 38810) 0,3793 | 82,41 |—0,0809) —17,59 

Tabelle Nr. 26. — 1. Tag 2. VII. 1909. 

"Zeit i ae Noch Noch Vergoren Vergoren 
ba | Kalomel ——— — HCOOH | HCOOH 

Tagen g g 9/9 g %o 
1 2 | 4,8295| 0,4720 102,56 |+0,0118) + 2,56 
2 4 | 4,0482 0,3956 85,96 (—0,0642) — 14,04 
3 | 6 | 83,8185) 0,3732 81,09 |—0,0870] —18,91 
4 8 | 3,7446| 0,3660 79,53 |—0,0942| —20,47 
5 | 10 | 83,6705) 0,3587 77,95 |—0,1015| —22,05 

Tabelie Nr. 27. — 1. Tag 9. VII. 1909. 

Zeit Noch Noch Vergoren | Vergoren 
_ |Kolben) Kalomel | vorhandene | vorhandene 

Bei Ne HCOOH HCOOH HCOOH | HCOOH 
— 8 g °/o g °/o 
1 1 5,0641 0,4949 107,54 |+0,0347| + 7,54 
2 | 3 | 4,6529| 04547 98,80 |—0,0055| — 1,2 
3 | 5 | 43711] 0,4272 92,82 |—0,0390| — 7,18 
4 7 3,8506 0,3763 81,77 |—0,0839) —18,2: 
5 9 | verungliickt 
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Beitrage zur Biochemie der Mikroorganismen. VI. 


Tabelle Nr. 28. — 1. Tag 9. VII. 1909. 














celia si il | i lar. lyr 
O5F alco) alome) | varlgeaaaiel wlegiine| Coneatt aaee 
an HCOOH | HCOOH | epi Fears 
ii | 8 x | /o | se | lo 
1 | 2 | 50473) 04933 | 107,19 |+-0,0331/+ 7,19 
2 | 4 | 4,7501 0,4642 | 100,87 |+0,0040 + 0,87 
3 | 6 | 4,2202) 0,4124 | 89,62 |—0,0478 —10,38 
4 | 8 | verungliickt | | | 
5 | 10 | 38,7505; 0,3666 | 79,66 —0,0936 —20,34 
Tabelle Nr. 29. — 1. Tag 16. VII. 1909. 
Feit | | holy | 
an Kolben Kalomel cocina Da  Vergoren — 
in| yy. | HCNOH | HCOOH | HCOOH | HCOOH 
Tagen) | g g | %o |g | % 
1 1 | 50185 0,4904 | 106,57 +0,0302) + 6,57 
2 | 3 | 48191 0,4710 | 102,34 +0,0108| +2,34 
3 | 5 | 45891 04485 | 97,45 —0,0117| — 2,55 
4 | 7 | 4,4545) 04853 | 94,59 |—0,0249) — 5,41 
5 | 9 | 4.4737, 0,4372 | 95,00 |—0,0230) — 5,00 


Tabelle Nr. 30. — 1. Tag 16. VII. 1909. 





Zeit Kolben 


| 


Noch 


| 


Noch 


Vergoren | Vergoren 








a “i Kalomel | vICOOH HCOOH | HCOOH 
| g g | jo g jo 

1 | 2 | 50578, 0,4943 | 107,4 |+0,0341| + 7,4 
2 | 4 | 4,8484| 0,4738 102,96 +0,0136 + 2,96 
3 | 6 | 4,5781  0,4474 | 97,22 |—0,0128) — 2,78 
i | 8 | 44464) 0,4345 94.42 |—0,0255) — 5,58 
5 | 10 | 4,3810) 0,4281 93,03 —0,0311) — 6,97 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXIX. 14 
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Tabelle Nr. 31. — 1. Tag 16. VII. 1909. 





Zeit | Noch | Noch | | Vergoren | Vergoren 


wean Kalomel | vorhandene | vorhandene | 
in | wr | | neoon | Bosen | OOF | Se 
Tagen| | g | g %/o | £ | */o 





1 | 11 | 5,0110| 0.4897 106,39 +-0,0295| + 6,39 
2 | 13 | 4,9374| 0,4825 104,85 (+0,0223 + 4,85 
3 | 15 | 4.4814!) 0.4380 95,17 |—0,0222) — 4,83 
































| | 
4 | 17 | 4,2505 | 0,4154 90,26 |—0,0448 — 9,74 
5 | 19 | 41176) 0,4024 87,44 |—0,0578 —12,56 
Tabelle Nr. 32. — 1. Tag 16. VII. 1909. 

“Zeit | | Noch Noch | Vergoren | Vergoren 

. Kolben Kalomel | vorhandene | vorhanden | 
in) yx. ||” HCOOH | HcooH | HCOOH | HCOOH 

Tagen | g | g Fg | g 9 
| = | 4,9828 0,4869 105,81 +0,0267| + 5,81 
2 14 | 4,8514|) 0,474 103,02 |+0,0139 + 3,02 
3 | 16 | 4,4755 04374 95,04 —0,0228) — 4,96 
4 | 18 | 44353 0,4335 94,19 —0,0277 — 5,81 
5 | 20 | 4,2224 | 0,4127 89,66 _—0,0475| —10,34 


Mittlere Tabellen der relativen Werte aus 
Tabellen 29—32. 


+ 6,54 

+- 3,27 

— 3,78 

— 5,60 ohne 31. 
29, 30 31, 32 
5,99 11,45 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 








29 30 31 32 
+003 +086 —015 —0,73 
—093 —031 +158  —0,25 
—1i98 —400 +3 ie 
—019 —002 [+414] +021 


— 0,99 +- 0,98 + 1,11 — 1,11 
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Beitrage zur Biochemie der Mikroorganismen VI. 


Mittlere Tabellen der absoluten Werte aus 
Tabellen 29—382. 











3 + 302 
4 + 151 
si — 176 
— 260 ohne 31. 
29, 30 31, 32 
— 270 — 526 
Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 
29 30 31 32 
+ 0 + 39 — 7 — 35 
+ 43 — 15 + 72 — 12 
— 59 — 48 + 46 + 52 
, ro —~ 6&6 [-iej +17 
— 40 +. 41 + 52 — 51 
Tabelle Nr. 33. — 1. Tag 12. XI. 1909. 
Ps i Kalomel | vorhandene vorhandene be ns i 
Tagen| : g | g 10 g °/o 
1 | 11 | 5,0028| 0,4889 106,24 |+-0,0287|+ 6,24 
2 13 | 4,7551 | 0,4647 100,97 |+-0,0045/-+ 0,97 
; 3 | 15 | verungliickt 
4 | 17 | 4,2026! 0,4107 91,32 |—0,0495|— 868 
5 19 | 3,9788 | 0,3888 84,49 |—0,0714/— 15,51 

















Tabelle Nr. 34. — 1. Tag 12. XI. 1909. 
LL ————————————————————————————S.. 
| Noch Noch 








Zeit a | Vergoren | Vergoren 
= rs Kalomel | —" a HCOOH | HCOOH 
g | g °/0 g /o 
1 | 12 | 50659! 0,4951 107,58 |+0,0349|+ 7,58 
2 | 14 | verungliickt 
3 | 16 | verungliickt 
4 | 18 | 3,8180 |) 0,3732 81,10 _—0,0870; — 18,90 
5 | 20 | verungliickt 
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l. Tag. 
Il. Tag. 


Ill. 


Tag. 
. Tag. 
V. Tag. 


Hartwig Franzen und F. Egger, 


der Ring rosa. 


Makroskopische Beobachtungen. 
Alle Kolben gleichmaBig, weiBer Ring am oberen Rand. 
Bei allen Kolben ist starkere Triibung wahrzunehmen, 


Tabelle Nr. 35. — 1. Tag 26. XI. 1909. 


Der rote Ring losgelést umherschwimmend. 
Farbe der Fliissigkeit rétlichgelb. 
Die Farbe der Kolben deutlich rosa. 


























Zeit | Noch Noch | Vergoren Vergoren 
, Kolben Kalomel | vorhandene | vorhandene : 
| HCOOH HCOOH | HCOOH _ HCOOH 
Tagen’ Nr. g g Og g | Fg 
1 1 | 51098 04994 | 108,50 +0 0392 -+ 8.50 
2 34,6621 04556 99,00 ~=—0,0046' — 1,00 
3 | 5 | 41046) 04011 | 8716 | 0,0591 | — 12.84 
4 73,7816 0,3696 | 80,30 —0,0906 — 19,70 
5 9 34955 03416 | 74,23 |—0,1186 — 25,77 
Tabelle Nr. 36. — 1. Tag 26. XI. 1909. 
Zeit | Noch | Noch | Vergoren | Vergoren 
Kolben| Kalomel | vorhandene | vorhandene : | : 
; | HCOOH HCOOH | HCOOH HCOOH 
Tagen Nr. g g °jo : rs 
1 2 | 51145) 04998 | 1086 |+0,0396'+ 8,6 
2 4 | 47479 04640 | 100,82 +0,0038 + 082 
3 6 | 40765 0,3984 | 86,77 ~-0,0618 ~ 13,23 
4 8 | 3.7569 0.3672 | 79,78 - -0,0930 — 20,22 
5 | 10 | 34973) 03418 | 7427 -0,1184 ~ 96.73 
Tabelle Nr. 37. — 1. Tag 26. XI. 1909. 
Zeit | Noch Noch | Vergoren | “Vergoren 
.. Kolben, Kalomel | vorhandene | vorhandene | 
| HCOOH | HCOOH | HCOOH | | — 
Tagen Nr. g g %0 | g | %/o 
11. 51203 05004 | 108,73 (+0,0402 + 8,73 
2 13 47570 04649 | 101,04 |+0,0037/+ 1,04 
3 15 , 40757, 03983 86,55 > 0619 — 13,45 
4 17 | 3.7774! 0,3692 80,22 0,0910 19,78 
5 19 3,7170) 0,3632 78,93 |—0,0970 — 21,07 





a, 
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Tabelle Nr. 38. — 1. Tag 26 XI. 1909. 
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ae 





Zeit | | Noch Noch | Vergoren | Vergoren 
ta ings Kalomel a a ion | oa 

‘ Tagen Nr. | g g 9 | g | /g 

> 1 | 12 | 50867 0,4971 | 108,02 +0,0369 + 802 
2 | 14 | 47339 04626 100,53 +0,0024 -+ 0,53 
3 | 16 | 4,0482 0.3956 86,16 0,0646 —13,84 
4 | 18 | -8,8310 0,3744 81,35 —0,0858 —18,65 
5 | 20 | 39017) 0,3814 82.86 —0,0789 —17,14 





Makroskopische Beobachtungen zu den 
Tabellen Nr. 35, 36, 37, 38. 


I. Tag. Alle Kolben gleichmafig getriibt, am Rand schwacher 
Ansatz. 
II. Tag. Alle Kolben gleichmafig schwach rosa gefirbt, leicht 
ay rosa Ring. 
Ill. Tag. Alle Kolben gleichmafig starker rosa, rosa Flocken- 
bildung. 
IV. Tag. Ziemlich unverandert. 
V. Tag. Die Flocken sind jetzt zu Boden gesunken, sonst 


unverandert. 


Mittlere Tabelle der relativen Werte. 
+ 8,46 
+ 0,80 ohne 35 
— 13,34 | 
— 19,59 


* 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 





35 36 387 38 
+004 +0,14 +027 £—0,44 
1,76) -_ 0,02 + 0,24 — 0,27 
— 0,50 = + 0,11 + 0,50 
+ 0,01 0,63 — 0,19 — 0,94 

* 


* Die Zahlen des fiinften Tages weichen so voneinander ab, daf 
es nicht angangig ist, einen mittleren Wert zu ziehen. 
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Mittlere Tabelle der absoluten Werte. 


+ 390 
+ 33 ohne 35 
— 619 
— 901 


35, 36 
— 1185* 





* Die beiden anderen Werte lassen der Abweichung wegen die 
Bildung eines gemeinsamen Mittelwertes nicht zu. 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 


35 36 37 38 
i 2 a & 4. 2 — 91 
—a|  & i 4 — 
— 28 — # + 0 4. 27 
d- & 4. 29 4- * — 43 
4 a. - at 












































_ Kolben| Kalomel oe . pi. aha Re. stg 
in Ne. HCOOH HCOOH HCOOH | HCOOH 
Tagen g g /g g /y 

1 | 1 | 5.0888} 0,4974 | 108,06 |+0,0372)\+ 806 
2 | 3 | 4,6585| 0,4553 98,93, |—0,0049)— 1,07 
3 | 5 | 42260! 0,4130 89,74 |—0,0472| — 10,26 
4 7 | 3,9045 | 0,3816 82,91 —0,0786) — 17,09 
5 | 9 | 38,8497! 0,3762 81,75 —0,0840 — 18,25 
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Tabelle Nr. 40. — 1. Tag 30. I. 1910. 
baer | Nocl | Nocl iV yore 
eae Kolben Kalomel | a SO | a5 a phon ston 
wae | HCOOH HCOOH | BM . 
© Tagen | g | g OF g %/ 
| 1 | 2 | 5,0826 0,4967 | 107,93 +-0,0365|+ 7,93 
| 2 4 | 46500 0,4544 98,75 |—0,0058 — 1,25 
| 3 | 6 | 42151) 0,4119 89,51 —0,0483 — 10,49 
P 4 8 | 3,9038) 0,3815 82,90 |—0,0787 -— 17.1 
5 | 10 | 83,8552!) 0,3767 81,87 —0,0835 — 18,13 
k Tabelle Nr. 41. — 1. Tag 30. I. 1910. 
ae | ll ae: dl | ns 
> Zeit ie olpen| x ' | Noch s ened | Vergoren | Vergoren 
| HCOOH | “HCOOH. | HCOOH | HCOOH 
Tagen | o | g %o | g |  %o 
1 | 11 | 5,0857! 0,4970 108,00 +0,0368 + 8,00 
2 | 13 | 4.7000} 0,4593 99,80 —0,0009 — 0,2 
3 | 15 | 4,2238| 0,4128 89,69 | -0,0474 — 10,31 
| 4 | 17 | 3,9027| 0,3814 82,88 0.0788 ~— 1712 
P 5 | 19 | 3,8500/ 0,3763 81,76 |—0,0839 — 182% 
Ps 
Tabelle Nr. 42. — 1. Tag 30. I. 1910. 
nF 
Zeit | Noch Noch | Vergoren Vergoren 
.. |Kolben| Kalomel | vorhandene | vorhandene a 
m | HCOOH COO. | HCOOH | HCOOH 
| Tagen %/o | g °/0 
~ 
1 | 12 ian 4 aaa 107,25 10,0854) + 7,68 
2 | 14 | 4.7423) 0,4634 100,70 +0,0032/ +- 0,70 
® 3 | 16 | 4,2214| 0,4126 89,64 |—0,0476 — 10,36 
4 | 18 | 39 9938 | 0,3835 83,32 |—0,0767 — 16,68 
5 | 20 | verungliickt | | 
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Makroskopische Beobachtungen zu den 


I. Tag. 


ll. Tag. 


Tabellen Nr. 39, 40, 41, 42. 


Alle gleichmafig stark getriibt, leichter Ansatz am 
Rand. 
Alle Kolben gleichmaBig stark getriibt, Flissigkeit 


gelb. 
Alle Kolben gleichmabig sehr stark getriibt, Fliissig- 


keit rOtlich. 
Alle Kolben gleichméfig, Farbe unverdndert, mit 


Flecken. 
Alle Kolben gleichmabig, die Fliissigkeit wieder gelb 


geworden. 


Mittlere Tabelle der relativen Werte. 


-+- 7,92 
— 0,81 ohne 42. 
— 10,36 
— 17,00 
— 18,21 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 


mittleren Tabelle. 





4 41 42 
+ 0,14 + 0,01 + 0,08 — 0,24 
+ 0,16 + 0,44 — 0,61 |— 1,51| 
— 0,10 + 0,13 — 0,05 + 0,00 
-+- 0,09 + 0,10 + 0,12 — 0,32 
+. 0,04 — 0,08 + 0,03 — 
Mittlere Tabellen der absoluten Werte. 
+ 365 
— 39 ohne 42. 
~—— 476 
— 782 
— 838 





SS =e 
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Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 


39 40 41 42 
6 + 7 + @ + 3 — 10 
+ 10 + 21 — 30 — 71 
i ome + 7 — 2 + @ 
| + 4 + 5 +- 6 — 15 
| + 2 — 3 + 1 -- 
Vergleich der mittleren Tabellen der relativen 
Werte. 
29 —32 35—38 39— 42 
9 + 6,54 + 8,46 + 7,92 
| -L 3,27 + 0,80o0hne35. — 0,81 ohne 42. 
— 3,78 — 13,34 — 10,36 
— 5,60 ohne 31. — 19,90 — 17,00 
— —~ — 18,21 
29, 30 31, 32 
— 5,99 — 11,45 
i Vergleich der mittleren Tabellen der absoluten 
Werte. 
29—32 35—38 39—42 
+ 302 -++ 390 + 365 
+ 151 -+ 33 ohne 35. — 39 ohne 42. 
— 176 — 619 — 476 
— 260 — 901 — 782 
— — — 838 
’ 29, 30 31, 32 35, 36 
— 270 — 526 — 1185 
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Vergleich der gefundenen 



























































































































































Tag) 23 | 24 | 2 | 26 | 27 | 26 | 29 | 30 | 31 32 | 7 
1. + 8404+ 8,12) + 2,61 4+ 2,56 + 7,544 7,19|-+-6,57/-4+- 7,40\-4+ 6,39/+ 5,81) 
2. — 646 — 9,98 — 7,53 _ 14,04|— 1,20)-++ 087 236-4296 + 4,85|+- 3,02 
3. |—12,62) —1097) — 20355 —18, 91|— 7.18)— 10,38 — 2,55\— 2,78 3\— 4,96 @ 
4. —18,18 —14,13||— _7,31||— 20,47|— 18,23|— 13,75|— 5d — 3,58 — 9,74 — 5.8 
5.|\—15,14 — |— 17,59 |— 22,08] — 20,34|— 5,00| — 6,97, —12,56|—10,34 
me der wahrend der einzelnen 
Tag) 93 | 24 | 95 | 26 | 27 | 28 | 99 |] 30 | 31 | 32 
1.) + 840|4 812 + 2,61 /+ 2,56 + 7,54 + 7,19 +6,57-+ 7,40 + 6,39 |+5,81 | 
2.| —14,86 —18,10 10,14 |—16,60 — 8,72 — 6,32 — £23 — 444, — 1,54 —2.79 | 
3.|— 6,16 |_ 0,99 —13,02 — 4,87, — 5,98 11,25 — 4,89 — 5,74 — 9,68 — 7,98 | 
4.|— 5,56 |— 3,16 [413,24 1,56 —11,50|— 3,37\— 2,86|— 2,80) — 4,89 |— 0,86 
5b. | 3,04) — | —10,82 | _ 1.58 IE 6,49) — 6,97/-+ 0,41) — 1,39) —2,82/— 4,33 | 
Vergleich der a, 
tag] 3 | | ee 30 | 31 | 32 | 
1. | + 385 | +374 | +120 |+ 118| + 347 | + 331 |+ 302 |4+ 341 |+ 295 4-267 a 
2, |—297 |— 450 | — 347 | — 642|— 55 |+ 40 |+ 108 + 136 |-+ 223 4-139 | 
3. | — 570 = | — 945 — 870|— 330 |— 478 |— 117 |— 128 |— 222 |— 229 
4. | — 837 | — 641 |— 332 |— 94|— 839 | — 633 — 249 |— 256 | — 448 |— 277 
5. |—697| — |—8o9 |—1015|—540 | — 936 |— 230 |— 314 |— 578 | 475 
Menge der wahrend der einzelnen 
Tag} 23 | 24 | 2 | 26 | 27 | 2 29 | 30 Bra 
1. — i +-120 |+-118 | +347 |+- 331 |+4 302 |+ 341 me ere 
2. | — 682 | — 824 | — 467 | — 524 | — 402 | — 291 |— 194/— 205 |— 72;—128 
3. |—273 |— 55 |—598 | — 228 | — 275 | — 518 |— 225 |— 264 |— 445 |— 367 
4. 967 | — 136 +613 — 72 |—509 |— 55 |— 132 |— 127 |— 226/— 49 
b. 140) | — |—477|— 73 |—299 |— 303 |4+ 19/— 56|—130|— 198 
Hiccuimatiaien 
Zusammenstellung der mittleren Tabellen der mit 
Die Zeitangaben sind in Tagen gerechnet, vom ersten Tag des_ e 
lage o | 7 | 14 | 92 | 155 220 309 vil 
1 | 108.26 | 102,58 | 107,37 | 106,54 | 108,47 | 107,92 | 105,77 | 
= ‘ = 
2 | 91,78; — 99,84 | 103,30 | 100,35 | 99,67 | 95,32 | 
3 88,20 | 8027) — 97,34 | 86,65 | 89,64 | 87,01 9 | 
4 83,85 | — si 94,50 | 80,42) 82,50) 8460 | 
5 —- | — — 93,03 | 74,25 | 81,79 | 84,64 | 
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en relativen Werte. 





































































































tT ss [| a [36 | a | we | oo | wo | a |e 
81, 1 i+ 6 24+ 7,58; 8,50 -+ 8,60|+ 8,73) + 8,02/-+ 8,06 +- 7.984 8,00 + 7,68 
02 jap. 0.97, — |— 1,00'+ 0,82i+ 1,04/-+ 0,53|— 1,07 — 1,25/-+ 0,2 || 0,7, 

| 

96 | — | — |— 12,84— 13,23|— ce pre el ns 
81 — 8,68 — 18,9 19,70 20,22 — 19,78|—- 18,65|— 17,09 — 17,10 — 17,12, —16,68 
34 | | 15,51) — __.95.771— 98, 78\— s4,07\— 17 14|— 18,25|— 18,13, 18,24, — 
en Tage vergorenen Ameisensaure. 
——————— = > T 
) | 33 | 34 | 85 | 86 87 | 88 s9_ | 40 | 4 | 
81 | 4.624 +7,58+ 8,50/+ 8,60-+ 8,73/-+ 8,02| + 8,06 | ++7,93 + 8,00| + 7,68 
79 |—527| — |— 7,50\— 7,78|— 7,69|— 7,49|— 9,13] 9,18|— 8,20, 6,98 
98 | — | |— 14,05] — 14,05|— 12,44) — 13,31) — 9,19 | — 9,24 |— 10,11 — 11,06 
85 — | — a 6,99 — 6,99|— 6,33\— 5,81] — 6,83 | — 6,61 be | — 6,32 
33 | 6,83 — |- 6,07 — 6,07 — 1,29— 1,51] —1,16/—1,03)— 1,12] 

® | | 
en’ absoluten Werte. 
——— 
) 33 | 35 | 86 | 87 38 39 | 40 | 41 42 
67 rar Fa + 392 | + 396 + 402 | + 369 | + 372 | +365 Heer + 354 
89 F |+ 45 — 46 | + 38+ 87 |+ 24}— 49 ;)— 58 |— 
29 =| — | — |— 591|— 618|—619 | — 646 — #72 | — 483 aa — 476 
77 | —495 | —870 |— 906|— 930; — 910 | — 858 | — 786 | — 787 | — 788 | — 767 
7%  |—714| — |—1186|--1184|—970 |—789 | —s40 |— 835 |—839| — 
en Tage vergorenen Ameisensdure. 
—— 
2 if | 33 | 34 | 35 | 36 | 387°| 38 | 39 40 | 44 | 42 
67 @ | +287 |+-349 |+ 392 | + 396 |-+ 402 |+ 369 | +372 | +365 | +368 | + 354 
98 |—242/ — |—438 |—388 | — 365 |— 345 | — 421 | — 423 | — 377 | — 322 
67 | — | — |—545 | — 656 | — 656 | — 670 | — 423 | — 425 | — 473 | — 444 
49 | — | — |—815 |—312 |—291 | —212 |— 314 | — 304 | —314 | —291 
98 | 219 — |—280 |—254|— 60/4 69|— 54)/— 48/— 54) — 




















nit Baccillus prodigiosus bei 27° angestellten Versuche. 
des ersten Versuches bis zum ersten Tag der einzelnen Versuche. 
































—ur 313 316 334 339 | 344 | 349 | 355 
7 | 107,88 | 107,52 | 106,70 | 105,99 | 109,02 | 106,48 | 105,70 
2 | 9502 | 9487 9759 | 9604 | 9886 | 9668 | 98,30 
ig § 8523 | 8460 | 8995 | 8911 | 92,78 | 89.30 | 90,80 
0 | 8013 | 79,50 |} 83,00 | 85,34 | 8889 | 82,45 81,94 
4 | 7892 | 7685 | 76,62 | 8340 | 8537 7863 | 17,95 
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Die bei 27° erhaltenen Werte stimmen, wenn gleich- 
zeitig angestellte Versuchsreihen vorliegen, mit einigen Aus- 
nahmen recht gut tiberein. Auch findet am ersten Tage, mit 
Ausnahme der Versuchsreihen 25 und 26, die gleichzeitig an- 
gestellt wurden, immer eine Erzeugung von anniahernd 7 °/o 
statt. Am zweiten Tage beginnen jedoch die Abweichungen 
groBer zu werden, sodafi von der Aufstellung einer gemein- 
samen mittleren Tabelle abgesehen werden mufte. Die Ameisen- 
siiurevergiirung setzt bei allen Versuchen am zweiten Tage 
ein und erreicht fast durchweg am dritten Tage ihren Héhe- 
punkt. Die makroskopischen Beobachtungen, welche nur zum 
Teil aufgezeichnet wurden, zeigen im allgemeinen Uberein- 
stimmung; die Farbstoffbildung ist jedoch bei den Versuchen 
39—42, die 2 bezw. 2!/2 Monate spater angestellt wurden als 
die Versuche 35—38 und 33 - 34, bedeutend geringer als bei 
diesen. Auch hier zeigt sich wieder eine Verinderung des 
Ameisensiiurevergirungsvermégens, wenn eine Veranderung 
des physiologischen Zustandes eintritt. Bei einem Vergleich 
der bei den verschiedenen Temperaturen erhaltenen Werte 
zeigt sich, daB bei allen drei Temperaturen zunachst Ameisen- 
siiure gebildet wird; die Ameisensdurebildung erstreckt sich auf 
umsomehr Tage, je tiefer die Temperatur ist; sie dauert bei 
17° drei Tage, in einem Falle vier Tage, bei 21° zwei, wahrend 
bei 27° nur noch am ersten Ameisensdure gebildet wird. Auf 
die Menge der insgesamt entstehenden Ameisensaure hat die Tem- 
peratur anscheinend keinen grofen EinfluB, denn als héchster 
Wert wurde immer anniihernd 7°/o gefunden. Die Vergarungs- 
tiitigkeit setzt bei héherer Temperatur immer viel energischer 
ein als bei niedriger; so verschwinden bei 27° am ersten Tage, 
an welchem iiberhaupt Ameisenséure vergoren wird, im Durch- 
schnitt 8,5°/o, bei 21° 6—7°/o, bei 17° jedoch nur noch 3,5°/o. 

In der niichsten Mitteilung soll tiber die mit Bacillus 
Kiliense erhaltenen Werte berichtet werden. 














Untersuchungen dber das Blut der Ascidien. 
II. Mitteilung. 


Von 
M. Henze. 
(Aus der chemisch-physiologischen Abteilung der zoologischen Station zu Neapel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. April 1912.) 


I. Die freie Schwefelsaure der Blutkérperchen. 


Die erste Mitteilung!) behandelte das Chromogen der Blut- 
kérperchen von Phallusia mamillata, das als eine organische 
Vanadiumverbindung erkannt wurde. Gleichzeitig war auf die 
auffallend stark saure Reaktion des Blutkérpercheninhalts auf- 
merksam gemacht worden, mit der offenbar die Funktion der 
Vanadverbindung in Zusammenhang steht. Irrtiimlicherweise 
wurde damals nicht nur dem Inhalt der Blutkérperchen, sondern 
auch dem Blut an und fir sich saure Reaktion zugeschrieben. 
(;enauere Beobachtungen haben gezeigt, dali diese Angabe falsch 
war. Trennt man das Plasma durch scharfes Zentrifugieren 
so vollstindig als méglich von den Blutkérperchen, so rotet 
dasselbe Lackmus nicht mehr, vielmehr gibt es eine neutrale oder 
fast neutrale, mit dem Seewasser tibereinstimmende HReaktion. 

Auf jeden Fall bleibt die Tatsache bestehen, daf in einem 
neutralen Plasma Blutkérperchen mit stark saurem Inhalt 
schweben. Es hat sich nunmehr herausgestellt, daf die saure Re- 
aktion der Blutkérperchen durch die Gegenwart freier Schwefel- 
sdure bedingt ist. Die Blutkérperchen enthalten freie Schwefel- 
saure in der erstaunlich hohen Konzentration von ca. 3°/o, 
eine Konzentration, die also in Starke die Salzsiiure des Magen- 
safts erheblich tibertrifft. 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 494. 
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Bei der Plasmolyse der Blutkérperchen mit destilliertem 
Wasser (cf. I. Mitteilung) tritt das Chromogen, d. i. die orga- 
nische Vanadiumverbindung in léslicher Form aus. Nach Ab- 
zentrifugieren der Stromata erhalt man eine klare tiefbraune, 
stark sauer reagierende Fliissigkeit, aus der friiher das Chro- 
mogen durch Aceton ausgefallt worden war. Dasselbe laBt 
sich ebenso und zwar quantitativ durch genaues Neutrali- 
sieren der braunen Lésung erreichen. Beim Neutralpunkt, der 
durch Tiipfelproben auf empfindliches Lackmuspapier fest- 
gestellt wurde, fallt die Vanadverbindung aus und die iiber- 
stehende Fliissigkeit wird véllig farblos. Man trennt das Chro- 
mogen durch Zentrifugieren ab und wischt es gut mit Wasser 
aus. Die Waschwisser werden mit der urspriinglichen Fliissig- 
keit vereint. 

Quantitative Bestimmungen ergaben nun, da in dieser 
Fliissigkeit der Quotient = nicht weniger als 2,5 betragt, daB 
mit anderen Worten der Schwefelséuregehalt gegentiber dem 
Chlorgehalt ca. 20mal gr68er ist als im Seewasser. 

Die verschiedenen Basen und Séuren der im Seewasser 
vorhandenen Salze stehen bekanntlich in einem ganz konstanten 
Verhiltnis zueinander. Nach den Untersuchungen Dittmars 
(Rep. of Challenger Expedition, Vol. I, 138) stellt sich das- 
selbe folgendermafen dar: 


Cl Br SO, CO, CaO 
99,848 0,3402 11,576 0,2742 3,026 
MgO K,O Na,O 
11,212 2,405 74,462. 
Im Seewasser betrigt demnach der Quotient ~ = 0,1158, 


wobei das Brom durch die dquivalente Menge Chlor ersetzt 
zu denken ist. Eine Bestimmung fiir das Wasser des Aqua- 


riums der zoologischen Station ergab a = 0,1171. 


Nach Feststellung dieser Tatsache wurde in der soge- 
nannten «braunen Fliissigkeit» titrimetrisch die zu ihrer Neu- 
tralisation notige Menge ®/10-NaOH bestimmt; gleichzeitig aber 


a 
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neben dem Chlorgehalt auch der Schwefelsiuregehalt gewichts- 
analytisch ermittelt. Als Resultat ergab sich eine villige Uber- 
einstimmung der aus der Titrationsalkalinitaét berechneten SO, 
mit der direkt bestimmten SQ,. 

1. 5 Tiere gaben ca. 60 ccm Blut. «Braune Lésung» ver- 
braucht zur Neutralisation 11,60 cem ®/10-NaOH entsprechend 
0,0464 g SO, Gesamt-Cl- und S0O,-Gehalt der braunen 
Fliissigkeit : 

Gefunden: AgC] = 0,0878 g = 0,0217 g Cl entsprechend 
0,0013 g SQ,.!) 

Gefunden: BaSO, = 0,1430 g = 0,0491 g SO,. 

0,0491 g SO, 
— 0,0013 


0,0478 g SO, direkt gefunden, 
0,0464 g¢ SO, durch Titration bestimmt. 

2. Wie Versuch Nr. 1. Braune Lésung verbraucht zur 
Neutralisation 9,80 ccm "/10-NaOH entsprechend 0,0392 g SO, 
Gesamt-Cl- und SO,-Gehalt der braunen Lésung: 

Gefunden: AgCl = 0,0662 g = 0,0163 g Cl entsprechend 
0,00095 g SO,. 

Gefunden: BaSO, = 0,1210 g = 0,0416 g SO,. 

0,0416 g SO, 
— 0,0009 
0,0407 g SO, direkt gefunden, 
0,0392 g SO, dureh Titration bestimmt. 
3. Wie oben. Braune Fliissigkeit verbraucht zur Neu- 














1) Im Plasma (cf. unten) betraigt der Quotient = = 0,0056. Da 


beim Isolieren der Blutzellen sowohl an ihnen selbst als auch am Zen- 
trifugenglase stets etwas Plasma hangen bleibt, wurde die in der «braunen 
Lésung» bestimmte Chlormenge als aus dem Plasma stammend ange- 


i oie ; _ 
sehen und aus ihr mit Hilfe des obigen Quotienten et die entsprechende 


SO,-Menge berechnet und als Korrektion eingesetzt. Ob dies absolut 
richtig ist, steht dahin, denn wir wissen nicht, ob die Blutkérperchen wirk- 
lich ganz chlorfrei sind. Jedenfalls ist die Korrektion so geringfiigig, dah 
selbst ohne dieselbe das Gesamtresultat d. h. der Nachweis freier Schwefel- 
sdure nicht beeinfluft werden wiirde. 
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tralisation 11,55 ccm "/10-NaOH entsprechend 0,0462 g SO, 
Gesamt-Cl- und SO,-Gehalt der braunen Losung: 

Gefunden: AgCl = 0,0792 g = 0,0196 g Cl entsprechend 
0,0011 g SO,. 

Gefunden: BaSO, = 0,13818 g = 0,0453 g SO,. 

0,0453 g SO, 
— 0,0011 
0,0442 g SO, direkt gefunden, 
0,0462 g SO, durch Titration bestimmt. 

Es unterliegt somit keinem Zweifel, da die in den Blut- 
zellen auftretende Saéiure Schwefelsiure ist. Erganzend sei be- 
merkt, daf weder in der «braunen Fliissigkeit» noch im Plasma 
organische Séuren oder Phosphorséiure nachzuweisen waren. 
Da auf ein Volumen von rund 2 cem abzentrifugierter Blut- 
kérperchen die zur Neutralisation erforderliche Menge "/10-NaOH 
im Durchschnitt etwa 12 ccm betragt, handelt es sich in dem 
Zellsaft um eine ungefaihre Schwefelsiurekonzentration von 3°/o. 


II. Die Salze des Blutplasmas verglichen mit denen des Seewassers. 


Um moglicherweise einen Anhalt zu bekommen, wie die 
Anreicherung freier Schwefelsiure in den Blutzellen vor sich gehe, 
schien mir in erster Linie von Bedeutung, die Salzkonzentra- 
tion und Salzverteilung des Blutplasmas mit der des auferen 
Milieus, d. h. der des Seewassers zu vergleichen. 

Der osmotische Druck, resp. der Gefrierpunkt des Plasmas 
stimmt mit dem des Seewassers iiberein (cf. auch I. Mitteilung). 
Es wurde gefunden: 

Seewasser A = 2,18° Plasma A = 2,12° 

2,21 ° 2,16°. 

Weiter wurde der Gesamtsalzgehalt bestimmt und zwar in 
Form der Sulfate. Gleiche Mengen von Plasma und Seewasser 
wurden in einer Platinschale unter Schwefelsdurezusatz einge- 
dampft und der Riickstand nach erneutem Zusatz von etwas 
Schwefelsiure bis zur Gewichtskonstanz gegliiht. Die Sulfate 
von Magnesium und Calcium kénnen bei Alkalisulfatgegenwert 
ohne Bedenken gegliiht werden. Umwandlung von MgSO, in 
MgO findet dabei nicht statt. Vgl. Dittmar (Report of Chal- 
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lenger Exped.), dessen klassische Untersuchungen tiber die Zu- 
sammensetzung des Seewassers im folgenden stets als Grund- 
lage benutzt wurden. 

Es wurden stets 10 cem der betreffenden Fliissigkeit benutzt. 


Gesamtsulfate im Seewasser: Gesamtsulfate im Plasma: 
0,4562 0.4674 
0.4574 0.4654 
0,4660. 
Es wiegen: 50 ccm Plasma 50 ccm Seewasser 
51,3788 g 51,4166 g bei 18°. 


Der Gesamtsalzgehalt des Plasmas ist also ein wenig kleiner 
als der des Seewassers, worauf auch der Gefrierpunkt hindeutet. 

Es ist bekannt, daf der osmotische Druck der Korperfliissig- 
keiten der Invertebraten mit dem ihres duBeren Milieus tiberein- 
stimmt. Das gleiche wird vom Salzgehalt angegeben, was jedoch, 
soweit mir bekannt, immer nur durch einfaches Eindampfen oder 
durch Chlortitrationen festgestellt worden ist. Es zeigte sich nun, 
da bei Phallusia der Chlorgehalt des Plasmas nur wenig, aber 
immerhin merklich héher ist als im Seewasser. Dagegen war 
der Schwefelsaéuregehalt des Plasmas nur etwa halb so grof als 
im Seewasser. 

Am deutlichsten kommen die Verhiltnisse zum Ausdruck, 


wenn wir den Quotienten re in den drei uns interessierenden 
Fliissigkeiten nebeneinander stellen. 


Der Quotient a betrug: 


in den Blutkérperchen im Plasma im Seewasser 
2,55 0,0558 0,1171. 
Der folgenden Zusammenstellung sind die absoluten Mengen 
von Cl und SO, in Plasma und Seewasser, umgerechnet auf je 
100 cem Fliissigkeit, zu entnehmen: 


Plasma: - 
' : 3 
Cl SO, ren 
1. 2.2356 0,1362 0,0609 
2. 2,2740 0,1264 0,0556 
3. 2,2740 . 0,1266 0,059. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIX. 15 
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Seewasser: 
SO, 
Cl SO, Cl 
2,1732 0),2546 0.1171. 


Analytische Belege: Die sehr geringe Menge Eiweifi des 
Plasmas wurde durch Alkohol bei schwach essigsaurer Reaktion 
unter Erhitzen entfernt. Der Niederschlag wurde sehr gut aus- 
gewaschen und der Alkohol vertrieben. 

1. 50 cem Plasma enteiweifit und mit destilliertem Wasser 
auf 200 cem gebracht. Davon 20 ccm (d. h. 5 cem Plasma) zur 
Cl-Bestimmung und 150 ccm (d. h. 37,5 ccm Plasma) zur SO,- 
Bestimmung. 

Gefunden: AgCl = 0,4520 = 0,1118 Cl 
» BaSO, = 0,1488 = 0,0511 SO,. 
2. Analog wie in Nr. 1. 
Gefunden: AgCl = 0,4598 = 0,1137 Cl 
’ BaSO, = 0,1380 = 0,0474 SO,. 
3. In 5cem Plasma: AgCl = 0,5318 = 0,1315 Cl 
In 45» > BaSO, = 0,1919 = 0,0659 SO,. 
SO, 
a 
von SO, unter Kinsetzung von Cl = 1,1137 (vgl. Analyse Nr. 2) 
ausgerechnet wurde. 

4. 50 cem Seewasser auf 200 ccm verdiinnt. Davon 20 ccm 
zur Cl-Bestimmung und 150 ccm zur SO,-Bestimmung. 

Gefunden: AgCl = 0,4394 = 0,1087 Cl 
AgCl = 0,4394 = 0,1087 Cl 
> BaSO, = 0,1488 = 0,0511 SO,. 
Die einzelnen Basen CaO, MgO und K,O fanden sich in 
folgenden Mengenverhaltnissen im Plasma:!') 
In 100 cem Plasma wurden gefunden: 
CaO = 1. 0,0650 
2. 0,0666 Im Seewasser CaO = 0,0660 
3. 0,0638 
‘) Direkte Bestimmungen des Natriums wurden nicht ausgefiihrt, 


da Dittmar (loc. cit.) die nach der gewdhnlichen Methodik ausgefihrten 
Natriumanalysen im Seewasser nicht fiir prazis erachtet. 


Daraus folgt = 0,0559, woraus indirekt der Wert 
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MgO = 1. 0,2414 (?) 
2. 0,2310 Im Seewasser MgO — 0,2322 
3. 0,2288 
K,0 = 4. 0,0562 Im Seewasser K,O = 0,0514. 
Analytische Belege: Die Trennung von Ca und Mg wurde 
nach T. W. Richards (Treadwell, Lehrbuch der Analyt. 
Chem., S. 63) durchgefiihrt. Kalium wurde aus den in Sulfate 
umgewandelten Gesamtsalzen nach Finkner (Treadwell, 
S. 41) als K,PtCl, bei Gegenwart von Alkoholather gefallt. Der 
resultierende Niederschlag wurde im Wasserstoffstrome gegliiht, 
die Salze durch Auswaschen entfernt und aus dem zuriick- 
bleibenden Platin das Kalium berechnet (vgl. auch Dittmar in 
Challenger Rep.). 
1. 50 ccm enteiweiftes Plasma auf 200 ccm verdiinnt, 
170 cem zur Ca-, Mg-Bestimmung : 
Gefunden: Mg,P,0, = 0,2830 = 0,1026 MgO 
> CaO = 0,0276. 


2. 50 ccm enteiweifbtes Plasma auf 200 ccm verdiinnt. 
150 cem zur Ca-, Mg-Bestimmung: 
Gefunden: Mg,P,0, = 0,2390 = 0,0866 MgO 
> CaO = 0,0250. 
3. 60 ccm Plasma mit H,SO, abgeraucht. — Riickstand in 
200 cem Wasser gelést. 115 ccm zur Ca-, Mg-Bestimmung: 
Gefunden: Mg,P,0, = 0,2178 = 0,0790 MgO 
> CaO = 0,0220. 
4. Wie in Versuch Nr. 3. 75 ccm der Gesamtlésung zur 
K-Bestimmung. 
Gefunden: Pt = 0,0263 = 0,0127 K,O. 


Wir finden demnach in bezug auf die Mengenverhaltnisse 
der Kationen kaum in Betracht kommende Abweichungen von 
denen des Seewassers. Dagegen differieren die Anionen nicht 
unbetriachtlich, indem etwa doppelt soviel Schwefelséure im 
Seewasser vorhanden ist als im Plasma, wahrend umgekehrt 
der Chlorgehalt des Plasmas ein wenig hdher ist als im See- 
wasser. Hierzu kommt noch der auffallend geringe Kohlen- 


15* 
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siuregehalt des Plasmas, der schon Winterstein') auf- 
gefallen ist. 

Ich halte es vor der Hand verfriiht, aus diesen Daten 
theoretische Folgerungen in bezug auf die Bildung der freien 
Schwefelsiure in den Blutzellen zu ziehen. 


III. Die chemische Zusammensetzung des Vanadiumchromogens. 


Die Aufklirung der Konstitution der Vanadiumverbindung 
diirfte infolge Materialmangels groBen Schwierigkeiten begegnen. 
Bisher war es mdglich, folgende Beobachtungen zu machen. 

Das Chromogen wurde fiir die Analyse aus der bei der 
Plasmolyse der Blutzellen erhaltenen «braunen Lésung» durch ge- 
naues Ausfillen mit "/1o-NaOH dargestellt (vgl. 1. Abschnitt). 
Dabei findet gleichzeitig eine Sauerstoffaufnahme statt, wie im 
4. Abschnitt ausfiihrlich angegeben ist. Das flockig gefiillte 
Chromogen wird abzentrifugiert und mehrfach mit Wasser, 
Alkohol und Ather gewaschen. Getrocknet bildet es ein tief 
schwarzblaues Pulver. Es wurden zwei Analysen ausgefiihrt, 
und zwar nach Messingers Verfahren, um Material zu sparen, 
sodas gleichzeitig eine C- und N-Bestimmung resultierte. Die 
Substanz wurde bei 100° getrocknet. 

1. 0,2754 g Substanz lieferten 0,4335 g CO,. 

Aus der im Zersetzungskolben zuriickbleibenden Fliissig- 
keit wurde der Ammoniak nach Zusatz von Lauge abdestilliert. 
Zur Neutralisation verbraucht 17,00 ®/10-HCI. 

2. 0,2044 g Substanz lieferten 0,3126 g CO,. 

Zur Neutralisation des Ammoniaks verbraucht 11,89 ccm 
n/19-HCI. 

Gefunden: 1. C = 42,9390 N = 8,64°/o 
> 2. C = 41,7190 N = 8,14%o. 

Der Vanadiumgehalt des Chromogens wurde in folgender 
Weise bestimmt: Bei Behandlung des Chromogens mit ver- 
diinnter Schwefelsiiure und schwefliger Saéure wird das Vanadium- 
quantitativ unter Entfarbung der Substanz abgespalten. Der 


') H. Winterstein, Zur Kenntnis der Blutgase wirbelloser See- 
tiere. Biochem. Zeitschr., Bd. 19, S. 384. 





ee 


ig SNE Ney saosin EPS IML SOT nN RS see 














- 2. ete A RR NRE ROO ORE oe PE Rg pee 








Untersuchungen iiber das Blut der Ascidien. II. 223 


unlésliche Anteil wurde abzentrifugiert und vollig ausgewaschen. 
Er diente z. T. zur Untersuchung auf Purinbasen (vgl. nichsten 
Abschnitt). Die schwefelsaure Lésung samt den Waschwissern 
enthalt alles Vanadium, jedoch mit etwas organischem Material 
verunreinigt. Sie wurde deshalb zur Trockene verdampft und 
mit Salpeterséure abgeraucht. Der Riickstand wurde in HCl 
gelést und letztere nach Schwefelséurezusatz wieder vollig ver- 
trieben. Diese schwefelsaure Vanadsalzlésung wird nunmehr 
in der Hitze durch Einleiten von schwefliger Siure zu Vd,O,- 
Salz reduziert, bis sie rein blau erscheint (vgl. Treadwell, 
Lehrbuch der Analyt. Chem., S. 489). Hierauf wird der Uber- 
schuf an schwefliger Saéure durch Kochen und Einleiten von 
Kohlensaure vertrieben und die Fliissigkeit mit ®/10-Kalium- 
permanganat in der Hitze titriert. 1000 ccm "/10-Perman- 
ganat entsprechen 9,12 g Vd,O;. Angewandt: 0,5742 g Chro- 
mogen. 

Titer der Permanganatlésung: 10 cem = 11,45 cem "/10- 
Permanganatlosung. Verbraucht 10,20 cem = 11,68 ccm "/10-P.M. 
Gefunden: 18,50°/o Vd, = 10,36°/o Vd. 

Eine zweite Analyse gab nur einen Gehalt von 15,4°/o 
Vd,O;, doch glaube ich, dafi dieselbe weniger Zutrauen ver- 
dient. Das Chromogen war zur Purinbasenbestimmung direkt 
mit 10°/oiger Schwefelséure zersetzt worden. Bei der daran 
anschlieBenden Barytfallung wird das Vanadium auch gefallt, doch 
scheint diese Fallung — und darin liegt vielleicht der Fehler — 
nicht ganz quantitativ zu sein. Der Barytniederschlag wurde 
hierauf erschépfend mit Schwefelséure ausgezogen und die 
Schwefelsiurelédsung nach der Zerstérung aller noch vorhan- 
denen organischen Beimengungen wie oben behandelt. 

Angewandte Substanz 0,2300 g. 

Zur Titration verbraucht: 3,4 ccm Permanganat = 
3,89 cem ™/10-P.M. 

Gefunden: 15,4°/o Vd,O, = 8,62%o Vd. 

Das Chromogen ist nicht dialysabel. Bei der Dialyse der 
«braunen Fliissigkeit» fallt das Chromogen im oxydierten, blau- 
gefirbten Zustande im Dialysierschlauch aus, wihrend die 
Schwefelsiure ins Aufienwasser tibergeht. 
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Beim trockenen Erhitzen des Chromogens erhilt man 
starke Pyrrolreaktion. Nachweis durch die Fichtenspanreaktion. 
Purinbasen nehmen nicht am Aufbau des Molekiils teil. Vel. 
4. Abschnitt. 

Das Chromogen liefert fast alle fiir die Eiwei®k6érper 
charakteristischen Reaktionen. Dieselben wurden mit der ge- 
nuinen Chromogenlésung, d. h. der «<braunen Fliissigkeit» an- 
gestellt. 

Beim Erhitzen derselben erhilt man eine nur unvollstandige 
braune Ausflockung. Wahrscheinlich ist die Lésung zu stark 
sauer. Alkohol und Aceton fallen, besonders beim Erwarmen, 
unoxydiertes Chromogen (cf. 4. Abschnitt). 

Sattigung mit MgSO, oder Na,SO, bewirkt Ausflockung. 
Ferner erhalt man flockige Ausfallungen mit kolloidaler Eisen- 
ldsung, mit Eisenchlorid beim Erwarmen, mit Jodquecksilber- 
Jodkalium, Sublimat, Phosphorwolframsiéure, Millons Reagens 
(briiunlicher Niederschlag). Konzentrierte HNO, fairbt gelb beim 
Kochen. 

Alles deutet darauf hin, daB dem Chromogen ein kom- 
plizierter Aufbau zukommt und man es mit einem eiweil- 
artigen Kérper zu tun hat, mit dem das Vanadium in Form 
seiner Trioxydstufe, wie im folgenden Abschnitt ausfthrlich dar- 
gelegt ist, verkettet ist. 


IV. Die Oxydationsstufe des Vanadiums 


In der I. Mitteilung wurde die Andeutung gemacht, das 
Vanadium k6nne in Anbetracht der chemischen Verwandtschaft 
zwischen Phosphorsaéure und Vanadinséure mdglicherweise in 
dem Chromogen als Vanadinséure gebunden sein und das 
Chromogen damit Beziehung zur Nucleinséure haben. Diese 
Vermutung hat sich nicht bestiétigt, da es in keinem Fall ge- 
lang, Purinbasen bei der Hydrolyse des Chromogens nachzu- 
weisen. 

Das Chromogen (es wurden 3 verschiedene Versuche ge- 
macht) wurde durch 12stiindiges Kochen mit 10°/oiger Schwefel- 
siiure zersetzt und in der Zersetzungsfliissigkeit nach der Methode 
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von Burian und Walker Hall") auf Purinbasen gefahndet. Das 
Resultat war vollig negativ.?) Damit war auch das Auftreten des 
Vanadiums als Vanadinsdure zweifelhaft geworden. Im Gegenteil, 
es konnte festgestellt werden, daB in dem genuinen Chromogen 
das Vanadium in Form einer niederen Oxydationsstufe, d. h. so 
gut wie sicher in der Form der Vd,0,-Stufe gebunden ist, 
durch Oxydationsmittel aber, ohne abgespalten zu werden 
in die Vd,O0,-Stufe tibergeht. Damit stimmen auch die Farb- 
téne des Chromogens tiberein. Vd,O,-Verbindungen sind unter 
gewissen Umstiinden, z. B. wenn saure L6sungen mit Zn nahezu 
neutralisiert werden, chokoladenbraun; Vd,0,-Verbindungen sind 
blau gefarbt. 

Die genuine braune Chromogenldsung ist aus folgenden 
Griinden als Vanadtrioxydverbindung aufzufassen: 

Alle Oxydationsmittel verindern die «braune Lésung» so, 
da dieselbe tiber schmutziggriin in griinblau und schlieflich 
in tiefblau tibergeht, wobei in den meisten Fiillen das Chromogen 
denaturiert (?), d. h. ausgefillt wird. Beim Zusatz stirkerer 
Oxydationsmittel wie H,O, mu man sehr vorsichtig verfahren, 
da ein Uberschuf vollstindige Entfarbung herbeifiibrt, wahr- 
scheinlich unter Abspaltung des Vanadiums und Uberfiihrung 
desselben in Vanadinsanre. 

Diese unter Oxydation verlaufenden Farbenanderungen 
treten ein mit sehr verdiinnten Lésungen von Wasserstoffper- 
oxyd, KC1O,, KMnO,, K,Cr,O,. Bei letzteren beiden ist der Farb- 
umschlag so scharf, daB man méglicherweise eine titrimetrische 
Bestimmung des Chromogens darauf griinden kénnte. LEisen- 
oxydsalze wirken ebenso, im Gegensatz zu Kisenoxydulsalzen, 
die keine Veriinderungen bewirken. 

In der I. Mitteilung wurde angegeben, dafi das Chromogen 





') Burian und Walker Hall, Die Bestimmung der Purinstoffe in 
tierischen Organen mittels der Methode des korrigierten Wertes. Diese 
Zeitschrift, Bd, 38, S. 336. 

*) Wurde die bei der Plasmolyse der Blutkérperchen zuriickbleibende 
und abzentrifugierte Substanz (Stromata) nach dieser Methode auf Purin- 
kérper gepriift, so erhielt man stets reichlich Purinbasen-Silbernieder- 
schlage. 
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immer durch Aceton aus der «braunen Lésung> als blauer Nieder- 
schlag ausgefallt worden sei, und ich meinte, dafi mit diesem 
Farbumschlag gleichzeitig eine Reduktion durch organische Ver- 
bindungen verbunden sein kénne. Diese Annahme stand im 
Widerspruch mit den obigen Beobachtungen, umsomehr als sich 
zeigte, dah z. B. Traubenzucker die <braune Lésung» vollig 
unverdndert labt. Die Vermutung lag daher nahe, dafi das 
verwandte Aceton gerade umgekehrt vielleicht oxydierend wir- 
kende (peroxydahnliche) Verunreinigungen enthalten hatte. 
Dies war in der Tat der Fall. Benutzt man Aceton, welches 
vorher durch Destillation tiber KMnQ, und tiber K,CO, ge- 
reinigt ist, so fallt dasselbe das Chromogen in der Oyxdul- 
stufe in braunen, Kisenhydroxyd aéhnelnden Flocken aus. Genau 
so verhiilt sich gereinigter und ungereinigter Ather; so wie 
auch Terpentindl, das infolge seiner ozoniden Eigenschaften 
Blaufarbung bewirkt. Reiner Alkohol fallt tibrigens auch die 
rostbraune Oxydulverbindung aus, 

In der sauren genuinen Chromogenlisung erfolgt der 
Ubergang der Oxydulstufe in die héhere Oxydationsstufe von 
selbst nur dufberst langsam. Erst nach vielstiindigem Stehen 
sind beginnende Anzeichen dafiir zu bemerken und selbst 
Durchleiten von Sauerstoff bedingt keine merkbar schnellere 
Veriinderung. Dagegen tritt eine fast momentane Selbstoxydation 
ein, sowie man den Siéuregrad der Lésung herabsetzt, resp. 
dieselbe eben alkalisch macht. Bei der Darstellung des Chro- 
mogens durch Neutralisation der «<braunen Lésung» findet daher 
stets auch eine Uberfiihrung der braungefarbten Oxydulstufe 
in die blaugefirbte Oxydstufe statt. 

Diese Sauerstoffaufnahme laBt sich auch messend ver- 
folgen. Bringt man die <braune Lésung» in eine Gasbiirette 
iiber Quecksilber und fiigt eine gemessene Menge Sauerstoff zu, 
so beobachtet man, sobald eine Spur einer verdiinnten Natrium- 
carbonatlésung zugefiigt worden ist, eine deutliche Verminde- 
rung des: Sauerstoffvolumens. Nach einer ungefahren quanti- 
tativen Schaétzung des Chromogens zu urteilen, scheint pro Atom 
Vanadium 1 Atom Sauerstoff aufgenommen zu werden. 

Es erklirte sich nunmehr auch, warum die genuine Chro- 
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mogenlésung allein gar nicht sauerstoffiibertragend wirkte, 
wihrend bei Gegenwart von etwas chlorsaurem Kalium sich 
die verschiedensten darauf gepriiften organischen Verbindungen 
oxydieren lieBen. Erwiihnt sei nur die Uberfiihrung von Anilin in 
Anilinschwarz, von Hydrochinon in Chinon, sowie von anderen 
Aminen und Phenolen in die entsprechenden Oxydationsprodukte. 

Jodkalium-Stirkelésungen werden durch die «braune 
Loésung» nicht veraindert. Fiigt man aber etwas Sodalésung zu 
und séuert dann sofort wieder schwach an, so erhilt man un- 
mittelbar die stiirkste Jodausscheidung. — Die Oxydation des Jod- 
wasserstoffs durch ganz verdtinnte Wasserstoffperoxydlésungen 
wird durch das Chromogen ganz bedeutend beschleunigt: 

Es wurde ferner beobachtet, daB die genuine Chromogen- 
ldsung organische Farbstoffe, wie Indigo, Lackmus, Methylen- 
blau, stark bleicht. Anfangs wurde dies auf eine oxydative 
Zerstérung der Farbstoffe zuriickgefiihrt. Wir haben es jedoch 
vielmehr mit einer Reduktion unter Bildung von Leukobasen 
zu tun. Es ist bekannt, daf auch anorganische Vanadoxydul- 
verbindungen Farbstoffe unter Reduktion bleichen. 

Die schwarzblauen Farbt6éne und Ausfiillungen, welche 
Tannin, Pyrogallol usw. mit dem Chromogen liefern und die 
ebenso von der Vanadsiéure geliefert werden, wurden in der 
ersten Mitteilung als Stiitze fir die Vanadsiéurestufe des Chro- 
mogens angesehen. Wie in der Literatur gefunden wurde, treten 
dieselben ebenso ein mit Verbindungen der Vd,O,-Stufe, sodaf 
auch diese vermeintliche Stiitze fiir die Vanadséureform des 
Chromogens hinfallig wird. 


V. Die Bedeutung des Chromogens. 


Das Blutchromogen der Ascidien hat zweifellos nicht die 
den bekannten Blutfarbstoffen (Hamoglobin, Hamocyanin und 
Hamoerythrin) zukommende Funktion zu erfiillen, die wir als 
respiratorische Farbstoffe im eigentlichen Sinne bezeichnen. 
Schon Winterstein') war es nicht gelungen, im luftgesiittigten 
Blute von Phallusia auspumpbaren Sauerstoff nachzuweisen. Wie 


') H. Winterstein, Zur Kenntnis der Blutgase wirbelloser See- 
tiere. Biochem. Zeitschr., Bd. 19, S. 384. 
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gezeigt wurde, nimmt auch das isolierte Chromogen keinen Sauer- 
stoff in additioneller und leicht dissoziierbarer Form auf. 

Wenn sonach bei den Ascidien kein Blutfarbstoff ge- 
funden werden konnte, der sozusagen als Sauerstoffvehikel dient, 
so scheint dagegen alle Berechtigung vorzuliegen, dieses Chro- 
mogen als einen Katalysator und zwar speziell als Sauerstoff- 
iibertrager aufzufassen, der die Natur eines Pseudoautoxydators 
im Sinne Englers') hat. Das Vanadiumchromogen gleicht den 
ungesiittigten Metallverbindungen, z. B. den Ferroverbindungen 
(Manchot).?) Wir sahen ja, dafi auch bei ihm die metallische 
Komponente, das Vanadium, in der ungesiattigten Oxydations- 
stufe gebunden ist.*) 

Damit erklirt sich auch die Gegenwart der freien Schwefel- 
siiure, in dem das Chromogen in den Blutzellen gelést ist. Das 
stark saure Milieu verhindert offenbar eine Selbstoxydation und 
damit Vernichtung der katalytischen Eigenschaften des Chro- 
mogens. 

Es sei erlaubt, daran noch eine weitere hypothetische An- 
nahme zu kniipfen. Mdéglicherweise spielen sich die ftir die 
Lebensprozesse wichtigen Oxydationen nur an der trennenden 
Zellwand der Blutzellen ab und zwar in dem Moment, in dem 
die saure Chromogenlésung unter gewissen Bedingungen, die 
die Durchlissigkeit der Zellmembran veraindern, mit dem hy- 
droxylhaltigen Plasma und den darin gelésten und zu oxydie- 
renden Stoffen in Kontakt kommt. 


') Engler und Weissbberg, Kritische Studien tiber die Vorgange 
der Autooxydation. Vieweg u. Sohn, 1904. 

2) Zeitschrift f. anorganische Chem., Bd. 27, S. 404 u. 420. 

8) Nach den neuen Anschauungen (Manchot, Uber die Wertigkeit 
des Metalls ini den Blutfarbstoffen und die Bestimmung ihres Gas- 
bindungsvermigens. Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 230) ist im Hamoglobin 
das Eisen und auch im Haémocyanin das Kupfer in der Oxydstufe ge- 
bunden. Das spricht gleichfalls fiir die Differenz in der Funktion dieser 
Blutfarbstoffe und der des Vanadiumchromogens. 



































Uber die Verbreitung der Urease bei héheren Pflanzen. 
Von 
Dr. Géza Zemplén. 


(Aus dem chemischen Institut der Hochschule fiir Forstwesen zu Selmeczbanya.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. April 1912.) 


Bis auf die letzten Zeiten war das Vorkommen der Urease 
nur bei den Bakterien,!) bei dem japanischen Hutpilze Corti- 
nellus edodes?) und bei Aspergillus niger*) bekannt. Neuerdings 
fand Takeuchi das Enzym in groferen Mengen in der Sojabohne 
und berichtete bald iiber eine technische Verwendung der Urease, 
durch Uberfiihrung des im Harne enthaltenen Carbamids mit 
Hilfe der Sojabohne in Ammoniumcarbonat, und fabrikmiibige 
Darstellung von Ammoniumpriaparaten. A. Kiesel®) fand Urease 
in etiolierten Keimpflanzen der blauen Lupine und in Weizen- 
keimen. 

Bei Gelegenheit einer Untersuchung iiber die Samen der 
in Ungarn auferordentlich verbreiteten Robinia Pseudacacia 
fand ich das Enzym ebenfalls. Uber die technische Verwertung 
dieser Urease werde ich bald an einem anderen Orte niheres 
berichten. Hier modgen die Resultate einer vergleichenden 
Ureasebestimmungsreihe veroffentlicht werden, die ich angestellt 
habe, um tiber die Verbreitung des Enzyms, besonders bei den 
Samen der landwirtschaftlich wichtigen Pflanzen, Erfahrungen 


zu sammeln. 
Je 1g der fein zermahlenen Samen wurde mit 200 ccm 





') W. von Laube, Virchows Archiv, Bd. 100, S. 540—570 (1885) ; 
M. W. Beijerinck, Zentrablatt f. Bakteriol. u. Parasitenk., II. Abt., Bd. 7, 
S. 33—61 (1901). 

*) T. Kikkoji, Diese Zeitschrift, Bd. 51, 5. 201—207 (1907). 

5) K. Shibata, Hofmeisters Beitrage, Bd. 5, S. 384 (1904). 

4) T. Takeuchi, Journal, College of Agricultur, Tokyo, Bd. 1, 
S. 1—14 (1909); Chemiker-Zeitung, Bd. 35, S. 408 (1911). 

5) A. Kiesel, Diese Zeitschrift. Bd. 75, S. 169—196 (1911). 
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einer 1°/oigen Harnstofflésung unter Zusatz von 2 ccm Toluol 
t+— Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Nach Zusatz von 
25 ccm Kalkmilch wurden jetzt die Proben der Destillation 
unterworfen, wobei das tibergegangene Ammoniak in titrierter 
Schwefelsiiure aufgefangen und der UberschuB der Siiure mit 
n-Natronlauge zuriicktitriert wurde. 

Da Harnstofflésungen allein bei der Destillation mit Kalk- 
milch Ammoniak abspalten, so wurde die Menge des letzteren 
wiederholt empirisch festgestellt. Zahlreiche Versuche ergaben, 
dafi 200 cem der 2°/oigen Harnstofflésung, die 4—5 Tage in 
Gegenwart von Toluol aufbewahrt war, unter den bei den iibrigen 
Proben eingehaltenen Bedingungen 4—6 ccm n-Ammoniak bil- 
dete. Der Wert von rund 0,1 g Ammoniak muf demnach von 
den erhaltenen Zahlen abgezogen werden, um die wahre, der 
Enzymwirkung zuzuschreibende Ammoniakbildung zu erfahren. 

Bei der Destillation mit Kalkmilch mufte eine Abspaltung 
von Ammoniak aus den in den Samen befindlichen Proteinen 
ebenfalls in Rechnung gezogen werden. Demnach wurden Kon- 
trollproben (1 gSamenpulver -++ 200 ccm Wasser -++ 2 ccm Toluoi) 
angesetzt, und nach Ablaufder 4—5 Tage mit Kalkmilch destilliert. 
Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe befinden sich in der letzten 
Kolumne der nachfolgenden Tabellen. Aus den Daten ist er- 
sichtlich, daf die Ammoniakabspaltung aus den Samen so gering 
ist, daB sie, ohne einen merklichen Fehler zu begehen, ver- 
nachliissigt werden kann. 

Die Versuchsergebnisse sind in den folgenden Tabellen 
zusammengestellt. Die Zahlen sind nach einer absteigenden 
Reihe der Ammoniakmengen geordnet und erlauben, den rela- 
tiven Ureasegehalt der untersuchten Samen zu vergleichen. Die 
Proben, bei denen die enzymatische Ammoniakbildung nach den 
Ergebnissen der Analyse deutlich zutage tritt, fairbten Lackmus- 
papier wegen der Gegenwart von Ammoniumcarbonat deutlich 
blau, wiihrend die Ausziige der Samenreihe, deren Anfangs- 
glied der Goldregen-Hafer ist, in Gegenwart von Harnstoff und 
Toluol neutral blieben. Damit stimmen die Ammoniakbestim- 
mungen iiberein, die in den letzteren Proben nie mehr als 


0,1 g Ammoniak ergaben. 
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—eeeeeee———————————————————————— 
| Ge- Ge- | Die der | Gebildete 


| 

| bildete | bildete | Enzym- |  Am- 

| wirkung | moniak- 
| 


 Am- Am- ' 
on zuzu- | menge 
Namen der Pflanzen ‘moniak- moniak-|schreibende| bei den 


Ammoniak-| Kontroll- 
bildung | versuchen 





| menge | menge 





a inn ccm| in g ing j|in neem 
| 
Theoretische Ausbeute ...... ., 66,71) 1,136 -- -- 
Gewohnliche Unform (Amorphe fruticosa) 56,40 0,961 0,861 0.35 
fics aes 
Robinia pseudacacia ....... .| 45,20) 0,770) 0,670 0,35 


Erbsenbaum (Caragana arborescens) . | 38,25 | 0,651 0,551 0.30 
Weifie Lupine (Lupinus albus)... . | 27,79 | 0,473 | 0,373 0,35 
Gelbe Lupine (Lupinus luteus)... . | 26,90 0,458 0,358 0,55 
Goldregen (Cytisus Laburnum).. . . | 16,55 | 0,282; 0,182 0,50 
3 


Tannenklee (Anthyllis vulneraria). . . | 13,70. 0.233 | 0,133 0,55 














Esparsette (Onobrychis sativa) . . . .| 13,05 | 0,222) 0,122 | 0,40 
7 Morus albh. ........... .| 11,80! 0,201| 0,101 0,20 
Hanf (Cannabis saliva) ...... . 11,45, 0,195 | 0,095 0,10 
Pferdebohnen. ......... ..| 14,15! 0,189; 0,089 | 0,50 
, Incarnatklee (Trifolium incarnatum) . 10,90 | 0,185 0,085 0,40 
: Hopfenklee (Medicago lupulina). . . .| 10,20) 0,174 0,074 0,30 
Christusdorn (Paliurus aculeatus). . . 10,20 | 0,174, 0,074 0,40 
Glycyrrhiza glabra . . . ~~... «| 10,00; 0,170} 0,070 0,30 
i Blasenstrauch (Colutea arborescens). .| 9,75 0,166 0,066 0,40 
j Schottenklee (Lotus corniculatus). . .| 9,65! 0,164) 0,064 | 0,30 
Stechginster (Ulex europaeus) ... .| 9,55 0,162 | 0,062 0,50 
Meerkiefer (Pinus maritima) . . . ..| 9,00] 0,153; 0,058 | 0,15 
Seradella (Ornithopus sativus) . . . .| 8,80! 0,150! 0,050 0,30 
Luzerne (Medicago sativa). .... - 8,80 0,150 | 0,050 0,40 
Besenstrauch (Spartium scoparium). .| 8,75| 0,149 0,049 0,20 
Galega officinalis ..........| 8,80 0,144 | 0,041 0,10 
Kaseklee (Melilotus coeruleus) . ...j| 7,55; 0,129 0,029 0,50 
Erbse (Pisum sativum) .......] 7,380] 0,124) 0,024 0,20 
Eisenbaum (Taxus hbraccata) .... .| 6,60 0,112 | 0,012 -- 
4 Capparis spinosa ......... .{ 6,335! 0,108; 0,008 
i Buchweizen (Polygonum fagopyrum) .| 6,30) 0,107) 0,007 hen 
Goldregen-Hafer ..........! 5890/0099}; -— | — 





Sommerweizen .......++../| 5,60! os sf me 
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| Ge- | Ge- | Die der | Gebildete 
-= Y- | Enzym- Am- 

| bildete | bildete | wirkung | moniak- 
| Am- Am- | zuzu- menge 


Namen der Pflanzen ischreibende| bei den 


conf iak- 
jets ‘omnes ‘Ammoniak-| Kontroll- 
_menge menge | pildung | versuchen 


| 





inn cem| ing | ing in n ccm 
Sommergerste .....-.+.-e+ | 526 | 0,089; — — 
_— a 
Judasbaum (Cercis siliquastrum) . . .| 5,25 | 0,089) — — 
Lathyrus odoratus ........ .| 5,05 | 0,086) — — 
Stoppelriibe ........ +... .! 5,00 | 0,085 — — 


Mohn (blauer, mit geschlossenen Kiépfen) | 4,70 0,080 -— -— 


Senf (Sinapis alba) .........j| 4,65 , 0,079 a ~- 
Sonnenblume (Helianthus annuus) . .| 4,55 , 0,077 — — 
its. sw ec ew cae es 1 eo) a - 
Linse (Ervum lens) .........!| 434 | 0,074 — — 


Sommer-Roggen ......... .| 4,05 | 0,069 — — 
Weife Hirse (Panicum album) .. . .| 3,35 | 0,057 — —- 
Futterwicke (Vicia sativa) .... . .| 8,21 | 0,055 — os 
Peldmais. ...0-+.+s cesses «| O80) OG — — 





Kontrollversuch mit Harnstofflésung | 
Wet ks wo wee se} & ew ae ee _ a 











Aus diesen Zahlen ist zu ersehen, dafi die meisten Papilio- 
naceen deutliche Ureasemengen enthalten, wihrend bei den 
untersuchten Gramineen das Enzym in nachweisbaren Mengen 
nicht vorhanden ist. 

Der Ureasereichtum der Papilionaceensamen ist sehr ver- 
schieden. Um die Wirkung der an Urease reicheren Samen 
eingehender zu priifen, stellte ich eine Versuchsreihe mit den 
Samen der Robinia pseudacacia an. Je 1 g des frischen Samen- 
pulvers wurde mit je 200 ccm einer 1, 2 bezw. 3°/oigen Harn- 
stoffldsung angesetzt, und unter den bei Zimmertemperatur 
aufbewahrten Proben wurde tiglich je eine auf die gebildete 
Ammoniakmenge untersucht. Die Resultate dieser Versuchs- 
reihe sind in den folgenden Tabellen zusammengestellt. 
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ae Gebildete Ammoniakmenge in n ccm bezw. g 
der 1 °/oige | 2 %/oige 3°/oige 
P | | 
Enzymwirkung Harnstofflésung | Harnstofflisung | Harnstofflésung 
in Tagen , | | 
ccm | g cm | g | cm | g 
\ 17,69 0,301 | 20,23 | 0,344 | 22,87 | 0,389 
2 26,43 | 0,449 | 29,98 | 0,509 | 31,12 | 0,529 
3 32,60 | 0,554 | 39,40 | 0,669 | 41,19 | 0,700 
4 39,75 | 0,676 | 44,50 | 0,756 | 49,75 | 0,846 
5 50,10 | 0,852 | — — | 79,80 | 1,357 
6 ~~ oe 79,05 | 1,344 | — sei 
7 61,15 | 1,039 | 116,20 | 1,975 | 1380 | 2,346 
8 63,10 | 1,073 | 117,50 | 1,997 | 1868 | 3,176 
9 = “a a a a = 
10 - — | 117,80 | 2,003 | 187,0 | 3,179 
Die theoretise | 
ee } — | 1136; — | 2268 | — | 3402 
Ammoniakmenge 
Kontrollversuch \ | 
ohne Samenpulver 4,90 0,083 | 11,30 0,192 14,40 | 0,245 
nach 15 Tagen sj | 

















Aus den Zahlen ist zu ersehen, dafi die Umwandlung der 
drei untersuchten Losungen nahezu gleichzeitig ihren Endpunkt 
erreicht, wobei die umgesetzten Harnstoffmengen den theoretischen 
Werten nahe kommen. Bei den 2 und 3°/oigen Lésungen sieht 
man noch, daf die Reaktion nach der Erreichung einer gewissen 
Alkalinitat beschleunigt wird. 

Um zu sehen, ob die Enzymwirkung nach liangerer Auf- 
bewahrung des Samenpulvers im Exsikkator abnimmt, stellte 
ich Versuche mit Samen an, die in zermahlenem Zustande tiber 
sechs Wochen im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsiure ge- 
standen hatten. Das Ergebnis der Versuchsreihe war ungefahr 
dasselbe wie das mit den frischen Samen angestellte. 








me, 


234 Géza Zemplén, Uber Urease bei héheren Pflanzen. 








Dauer Gebildete Ammoniakmenge in n ccm | beaw. g 
der a Qenmeene 
Enzym- 1 0) jo ige 29/0 ige :* 3°01 ige 
wirkung Har nstofflésung _ Harnstofflésung | Harnstofflésung 
in Tagen] com | g | com | g | cem | g 

















: 1 18,80 | 0,322 1930 | 0,328 | 22,80 | 0,388 
2 30,55 0,519 | 2628 | 0447 | 30.25 | 0,514 
3 35,75 | 0,608 | 39,00 | 0,663 | 37,10 0,631 
4 43,65 | 0,742 | 53,90 | 0,916 | 56,80 | 0,966 
5 54,25 | 0,922 | 60,80 | 1,034 | 69,40 1,180 
6 57,20 | 0,972 | 8420 | 1,434 91,90 1,562 
7 - | = ed | ee ee om 
8 -~ | — | edn a | 
+ eee 4 ee 
10 - — | 134,00 | 2,278 — | ion 
7 
Demnach schwiicht das Aufbewahren der Samen im | 


Exsikkator nach sechs Wochen noch nicht die Enzymwirkung. 


Selmeczbanya, 25. IV. 1812. 




















Untersuchungen iiber die in den Pflanzen vorkommenden Betaine. 
III. Mitteilung.?) 
Von 


E. Schulze und G. Trier. 





(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Technischen 
Hochschule in Zirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1, Mai 1912.) 





In der kurzen Zeit seit Erscheinen unserer letzten Mit- 
teilung') ist die Kenntnis der in Pflanzen vorkommenden Betaine 
in mehrfacher Hinsicht erweitert worden. Zunichst ist nach- 
zutragen, daf sich das Hypaphorin nach der Untersuchung von 
van Romburgh und Barger?) tatsachlich als das Betain des 
Tryptophans erwiesen hat. Dann haben Barger und Ewins') 
die sehr interessante Tatsache festgestellt, daB8 die im Jahre 
1909 von Tanret*) im Mutterkorn aufgefundene schwefelhaltige 
Base, das Ergothionin, C,H,,0,N,S, ein Histidinbetain ist, das 
wahrscheinlich im Imidazolkern das Schwefelatom gebunden 
enthalt. Mit Eisenchlorid behandelt, gibt das Ergothionin Histidin- 
betain, eine Verbindung, von der Barger und Ewins annehmen, 
da sie auch in der Natur auftreten kénnte. Nun ist von 
F. Kutscher®) eine Base aus Champignonextrakt erhalten 
worden, die dieser Forscher als Trimethylhistidin angesprochen 
hat, und kiirzlich ist die offenbar gleiche Verbindung auch im 
hiesigen Laboratorium von C. Reuter®) aus dem alkoholischen 





1) II. Mitteilung siehe Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 258. 

*) Transactions of the Chemical Society, Bd. 99, S. 2068. 

’) Transactions of the Chemical Society, Bd. 99, S. 2336. 

*) Compt. rend. de |’Acad. des sciences, Bd, 149, S 222. — Journ. 
Pharm. Chim., Bd. 30, S. 145. 

5) Zeitschrift f. Unters. d. Nahrungs- u. Genufmittel, Bd. 21, S. 535. 

%) Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 201. Siehe dort auch die Bemer- 
kungen zur Frage iiber die Identitét dieser Verbindung mit dem von 
Barger und Ewins erhaltenen Histidinbetain. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXIX. 16 
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Extrakt von Steinpilzen (Boletus edulis) isoliert worden. Ferner ist 
im hiesigen Laboratorium gefunden worden, ') daB das Stachydrin 
auch in der optisch aktiven, linksdrehenden Form auftritt. So- 
dann ist hier das von uns kiirzlich entdeckte Betonicin zu 
nennen, eine Base, der wir die Formel C,H,,NO, zuwiesen. 
Dagegen ist die Existenz einer anderen betainartigen Base von 
komplizierterem Bau in Frage gestellt worden, da bei Unter- 
suchung!) von «dalmatinischem Insektenpulver> an Stelle des 
von Marino-Zucco beschriebenen Chrysanthemins?) ein Ge- 
misch von Basen gefunden wurde, aus welchem Cholin und 
Stachydrin gewonnen werden konnten. 

In Fortsetzung unserer Untersuchungen sind wir nun auf 
mehrere neue Basen gestofen, die wenigstens zum Teil eben- 
falls den Betainen zugezaéhlt werden miissen. Es hat sich 
nimlich herausgestellt, daB das Betonicin, von welchem in der 
letzten Abhandlung schon die Rede war, von allem Anscheine 
nach isomeren Basen begleitet wird und daB solche Basen, die 
ihrer Zusammensetzung nach dem Dimethylbetain des Oxyprolins 
entsprechen, in mehreren Pflanzen auftreten. Wir fanden solche 
Verbindungen in Betonica officinalis und in Stachys silvatica. 
Diese neuen Verbindungen lassen sich verhialtnismafig leicht von 
den schon bekannten Betainen abtrennen (in Betonica officinalis 
wurde Stachydrin, in Stachys silvatica Trigonellin nachgewiesen), 
da sie im Gegensatze zu diesen als freie Basen in absolutem 
Alkohol sehr schwer léslich sind. Hingegen gelingt eine voll- 
kommene Trennung der einzelnen «Betonicinbasen», wie wir 
sie der Kiirze halber nennen wollen, voneinander nicht leicht. 
Niaher beschrieben wurde bis jetzt daher nur jene als Betonicin 
bezeichnete Verbindung, die sich am leichtesten isolieren lief, 
da ihr salzsaures Salz in absolutem Alkohol in der Kalte am 
wenigsten ldslich ist. Falls es sich hier tatséchlich um Ver- 
bindungen handelt, die im gleichen Verhaltnis zu Eiweifspal- 
tungsprodukten stehen wie Betain, Stachydrin und Hypaphorin, 
kénnte die naihere Untersuchung dieser Basen uns 


') K. Yoshimura u. G. Trier, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 290. 
*) Siehe unsere Bemerkung, Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 47. 
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eventuell zur Kenntnis noch unbekannter Aminosauren 
der Eiweifstoffe fiihren. 

Bei der Untersuchung gréBferer Mengen junger Wicken- 
pflanzen erhielten wir neben Betain C,H, ,NO, in der sogenannten 
Betainfraktion eine Verbindung (oder ein Gemenge von Ver- 
bindungen), welche den aus Labiaten gewonnenen «Betonicin- 
basen» in vielen Punkten entsprach. Doch zeigte es sich, 
da die freien Verbindungen sich in wesentlichen Eigenschaften 
von den «Betonicinbasen» unterschieden, und daf ihre Betain- 
natur vorlaufig zweifelhaft erscheint. 

Im folgenden beschreiben wir einige Versuche mit den 
Verbindungen, die aus jungen Pflanzen von Vicia sativa und 
aus dem Kraute von Betonica officinalis erhalten wurden. 

Die nahere Untersuchung dieser Verbindungen, die noch 
einige Zeit in Anspruch nehmen wird, und ihren Vergleich mit 
synthetischen Priparaten aus den Produkten von Eiweibhydro- 
lysen behalten wir uns vor. 


Untersuchungen an jungen Wickenpflanzen (Vicia 
sativa). 


Durch friihere Untersuchungen von E. Schulze und seinen 
Mitarbeitern war das Betain C,H,,NO, bei Vicia sativa sowohl 
in reifen, wie in unreifen Samenkornern, in etiolierten Keim- 
pflanzen, in Stengeln und Blattern normaler Pflanzen und in 
unreifen Samenhiilsen nachgewiesen worden. In einer zu An- 
fang des Jahres 1911 ausgefiihrten Untersuchung fanden wir, 
daf eine aus Wickenpflanzen gewonnene «Betainfraktion» deut- 
liche Pyrrolreaktion gab; doch verschwand diese Reaktion nach 
weiterer Reinigung der Salze. Es stellte sich spiter heraus, 
daf die, die Pyrrolreaktion gebende, Substanz beim Aufstreichen 
der Salze auf eine Tonplatte in diese gegangen war. 

Im vergangenen Sommer verarbeiteten wir eine gréfere 
Menge junger Wickenpflanzen. Die Pflanzen hatten eine Hohe von 
35—40 cm iiber dem Boden erreicht. Sie kamen ohne Wurzeln 
zur Verwendung. Es wurden etwa 11 kg (lufttrocken) ver- 
arbeitet. Sie wurden mit 75°/oigem Alkohol extrahiert und die 


16* 
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Extrakte zunachst nach dem wiederholt beschriebenen Ver- 
fahren behandelt. Die bei Zerlegung des zweiten Phosphor- 
wolframsdureniederschlags erhaltene Lésung der salzsauren Salze 
wurde bis zur Krystallisation eingedunstet, die Masse sodann 
mit kaltem Alkohol behandelt, wobei salzsaures Betain, gemengt 
mit etwas Chlorkalium, zuriickblieb. Der nach wiederholter Be- 
handlung mit absolutem Alkohol von schwer loéslichen salz- 
sauren Salzen moglichst getrennte Anteil wurde dann in soda- 
alkalischer Lésung mit Kaliumperjodid gefallt, dieser, das Cholin 
enthaltende Niederschlag beseitigt und das Filtrat nach der Vor- 
schrift von Stanék wieder in salzsaure Salze verwandelt. So- 
dann wurden die Salze in Alkohol gelést und mit alkoholischer 
Sublimatlésung gefallt. Die Quecksilbersalze wurden aus Wasser 
umkrystallisiert, in mehrere Fraktionen zerlegt und jede mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt. Die ersten Fraktionen der rege- 
nerierten salzsauren Salze krystallisierten nach vollstaindigem 
Eindunsten und Stehenlassen im Exsikkator. Die einzelnen Frak- 
tionen wurden nach vollstandiger Trocknung wiederholt mit 
kaltem absolutem Alkohol behandelt und von ungeldst ge- 
bliebenen Anteilen abfiltriert. Die nach dem Abdunsten des Alko- 
hols erhaltenen Fraktionen gaben mit Goldchloridlésung élige, un- 
gemein schwer lésliche Fallungen, die nicht zur Krystallisation zu 
bringen waren und sich fiir die Analyse nicht eigneten. Nur die 
erste und gréfte Fraktion der Quecksilbersalze lieferte Goldsalze, 
die nach Abtrennung der am schwersten ldéslichen Anteile gut 
krystallisierten und deren Goldwert, wie die folgenden Bestim- 
mungen zeigen, durch alle Fraktionen ziemlich konstant blieb. 

1. Krystallisation 

0,3050 g Goldsalz gab 0,1208 g Au = 39,61°/o Au. 

2. Krystallisation 

0,3852 g Goldsalz gab 0,1527 g Au = 39,64°/o Au. 

3. Krystallisation 

0,1773 g Goldsalz gab 0,0718 g Au = 40,50°/o Au. 

4, Krystallisation 

0,1331 g Goldsalz gab 0,0530 g Au = 39,86°/o Au. 

Alle Fraktionen gaben intensive Pyrrolreaktion. Die Gold- 
salze zeigten alle ganz ahnliche Zersetzungspunkte, die inner- 
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halb jener Temperaturen lagen, die auch bei den Betainen der 
Pyrrolidingruppe (Stachydrin, Betonicin) beobachtet wurden. 

Die aus den Goldsalzen regenerierten salzsauren Salze 
verhielten sich aber verschieden. Wahrend die Salze aus den 
ersten Fraktionen (schwerer lésliche Goldsalze) krystallisierten, 
blieben die Salze der spéteren Fraktionen sirupés. 

Die mittels feuchten Silberoxyds erhaltenen freien Ver- 
bindungen waren in Alkohol schwer loslich. 

Eine etwas gréBere Menge wurde wieder analysiert und 
dann in Form ihres salzsauren Salzes und als freie Base pola- 
risiert. 

1,1242 g Goldsalz gaben 0,4444 g Au = 39,53°/o Au. 

Das daraus dargestellte salzsaure Salz zeigte im Soleil- 
Ventzkeschen Apparat eine Drehung von +- 0,6° S.-V. bei 
20° (in 8,1 ccm H,O im 1 dm-Rohr). 


an + 3,8° 


Die daraus erhaltenen freien Basen gaben ebenfalls nur 
eine sehr geringe Rechtsdrehung. 

Die bisher beschriebenen Beobachtungen stimmen sehr 
gut mit den unten beschriebenen Beobachtungen an den Basen 
aus der Betonica iiberein. In einem wesentlichen Punkte sind 
aber beide Gruppen verschieden. Bei der Darstellung der freien 
Basen aus Vicia wurden betriachtliche Mengen Silberoxyd ge- 
lost und ein in Wasser ziemlich schwer lésliches, schon kry- 
stallisierendes Silbersalz beobachtet. 

Die freien Basen (so dirfen wir wohl durch Phosphor- 
wolframsaure fillbare Verbindungen, die gut krystallisierende 
Aurate geben, nennen) vermégen auch Kupferoxyd mit blauer 
Farbe aufzulésen. Das bis jetzt nicht krystallisiert erhaltene 
Kupfersalz ist in Alkohol ganz unldslich. Sie sind ferner in 
Wasser, aus welchen sie in feinen Nadeln krystallisieren, nicht 
ganz leicht léslich und reagieren deutlich sauer. Wir haben 
es hier also offenbar mit Aminosduren (die méglicherweise am 
Stickstoff Methylgruppen tragen), aber allem Anschein nach 
nicht mit quaternéren Basen, nicht mit Betainen zu tun. 
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Untersuchung des getrockneten Krautes 
von Betonica officinalis. 


Die Beobachtung, daB die neuen betainartigen Basen aus 
den Labiaten Stachys silvatica und Betonica officinalis im 
Gegensatz zu den anderen Pflanzenbetainen in Alkohol sehr 
schwer loslich sind, benutzend, anderten wir fiir ihre Gewin- 
nung und Abtrennung vom Cholin und anderen Basen unsere 
gewohnliche Darstellungsart in entsprechender Weise ab. Dariiber 
soll spater im Zusammenhang berichtet werden. 

Aus 30 kg getrockneter «Herba betonicae» wurde eine 
ansehnliche Ausbeute an diesen Basen gewonnen. 

Eine Probe wurde mit Goldlésung gefallt und die ein- 
zelnen Fraktionen analysiert, indem die Mutterlaugen einge- 
dunstet und so stets neue Krystallisationen erhalten wurden. 


1. Krystallisation 
a) 0,1627 g Goldsalz gaben -0,0628 g Au = 38,60°/o Au. 
b) 0,1826 g Goldsalz gaben 0,0718 g Au = 39,32°/o Au. 


2. Krystallisation 
0,4027 g Goldsalz gaben 0,1594 g Au = 39,58°/o Au. 


3. Krystallisation 
0,2919 g Goldsalz gaben 0,1152 g Au = 39,47°/o Au. 


4. Krystallisation 
0,1677 g Goldsalz gaben 0,0664 g Au = 39,60°/o Au. 

Fiir C,H,,NO, - HClAuCl, berechnet 39,53°/o Au. 

Die freien Basen krystallisieren aus verdiinntem Alkohol 
in schénen Krystallen, die allmahlich verwittern. Die Krystalle 
enthalten 1 Molekiil H,O. 

Die Krystalle wurden durch Abpressen zwischen Filter- 
papier von anhaftender Feuchtigkeit (wahrscheinlich nicht ganz 
vollkommen) befreit. 

0,2091 g Substanz verloren beim Trocknen bei 105° 
0,0231 g HO = 11,05°/o H,O. 

Fiir eine Verbindung C,H,,NO, -- H,O berechnet sich 
10,17°/o H,O. | 

Eine Probe der getrockneten Substanz gab folgende Werte 
bei der Elementaranalyse: 








, 
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0,2088 g Substanz gab 0,4028 g CO, und 0,1514 g H,O. 
0,2152 g Substanz gab 17,60 ccm N bei 17° C. und 730 mm. 


Fiir C,H,,NO, berechnet: Gefunden: 
C 52,790 52,61°/o 
H = 8,23/o 8,11°/o 
N  8,80°/o 9,06°/o. 


Wahrend die so erhaltenen Analysenzahlen auf eine ein- 
heitliche Verbindung von der Zusammensetzung eines Dimethyl- 
betains des Oxyprolins hindeuteten, lie® sich doch leicht zeigen, 
da8 es sich um ein Gemisch handle. Die salzsauren Salze dieser 
Verbindungen hatten eine ungleiche Léslichkeit in Alkohol und 
die so durch fortgesetzte Trennung erhaltenen Priparate zeigten 
entgegengesetztes optisches Drehungsvermégen. Die in Alkohol 
am schwersten ldslichen Anteile, welche dem aus der ersten 
Darstellung nur in sehr kleiner Ausbeute erhaltenen Betonicin 
entsprechen miissen, gaben: 

0,5522 g Chlorhydrat in 6 ccm H,O bei 20° C. im 1 dm- 
Rohr — 6,35° S.V. 

an == — 23,739. 

Das als salzsaures Betonicin bezeichnete Priparat aus 
Stachys silvatica!) drehte rechts und zwar gaben: 

1,0300 g in 6,5 ccm H,O bei 17° 4+- 9,9° S.V. im 1 dm-Rohr 

a, = -+ 21,5°. 

Es kénnten optische Isomere vorliegen, da vorlaufig nicht 
entschieden werden konnte, wie weit die Trennung von den 
anderen begleitenden Basen gelungen ist. Ein Teil der salz- 
sauren Salze aus dem Betaingemisch ist zerflieBlich. Auch dieser 
Teil gibt Goldsalze, deren Goldgehalt mit dem eines Oxyprolin- 
betainaurats tibereinstimmt. 

0,1675 g Goldsalz gaben 0,0662 g Au = 39,52°/o Au. Fiir 
C,H,,NO, - HClAuCl, berechnet 39,53°/o Au. 

Alle Fraktionen gaben starke Pyrrolreaktion. 

Das Gemisch der Betaine, wie es aus der Betonica er- 
halten worden ist, zeigt eine geringe Rechtsdrehung. Ihre salz- 
sauren Salze drehten ebenfalls schwach rechts. 





') Siehe die II. Mitteilung, Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 272. 
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Die freien Basen zeigten in etwa 10°/oiger Loésung fiir 
a, =-+ 2,1°. Die salzsauren Salze in etwa 15°/oiger Losung 


(t,, = -+ 3,7°. Zum Unterschiede von den sonst so ahnlichen 


Verbindungen aus Vicia sativa reagieren Betonicin und seine 
Begleiter neutral und vermégen, wie andere Betaine, weder 
Silberoxyd noch Kupferoxyd aufzulésen. 

Durch die hier mitgeteilten Versuche haben wir unsere An- 
gabe bestiitigen kénnen, wonach in gewissen Labiaten betain- 
artige Basen von der Zusammensetzung eines Dimethylbetains 
des Oxyprolins auftreten. Es hat sich aber gezeigt, dai die 
Sachlage dadurch komplizierter wird, da® die schon friher be- 
schriebene und als Betonicin bezeichnete Verbindung von iso- 
meren oder doch sehr dhnlichen Basen begleitet wird, deren 
Trennung und néhere Charakterisierung den Gegenstand weiterer 
Mitteilungen bilden soll. Die Versuche werden gleichzeitig auch 
in synthetischer Richtung gefihrt. 
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Uber das Vorkommen von Betain in griinen Tabakblattern. 


Von 
N. T. Deleano und G. Trier. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgen, Technischen Hochschule 
in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1, Mai 1912.) 











Wahrend bis vor wenigen Jahren das Nicotin als das 
einzige Alkaloid des Tabaks galt, sind nunmehr eine ganze 
Reihe von Basen aus dem Tabak erhalten worden. Es sind 
dies die Folgenden: Nicotin (Posselt und Reimann 1828), 
Nicotein, Nicotimin, Nicotellin (Pictet und Rotschy 1901),') 
Pyrrolidin, N-Methylpyrrolin (Pictet und Court 1906),?) Iso- 
amylamin (Ciamician und Ravenna 1911).%) Daran reiht sich 
die Base des Tabaksaromas von Frinkel und Wogrinz.*) 
Ferner sind Angaben tiber basische Verbindungen gemacht 
worden von Gautier,®) Hatt®) und Gawalowski.') 

Von nichtfliichtigen, krystallisierten Stickstoffverbindungen, 
die als Produkte des Eiweifstoffwechsels in grober Verbrei- 
tung in Pflanzen vorgefunden werden, ist nur das Asparagin 
in unfermentierten Blattern und in Keimpflanzen,*) sowie das 
Allantoin®) in Tabaksamen nachgewiesen worden. 





") Pictet u. Rotschy, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 34, S. 697. 

*) Pictet u. Court, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 40, S. 3771. 

*) Ciamician u. Ravenna, Atti R. Accad. dei Lincei (5), Bd. 20, 
I, S. 614. 

*) Frankel u. Wogrinz, Monatshefte fiir Chemie, Bd. 23, S. 236. 

°) Gautier, Compt. rend. de l’Acad. des sciences, Bd. 115, S. 992. 
— Chemiker-Zeitung, 1892, Bd. 16, S. 1156. 

*) Chemiker-Zeitung, 1904, S. 688. 

7) Gawalowski, Zeitschrift d. ésterr. Apoth.-Vereins, Bd. 40, S. 1002. 

®) Behrens, Landw. Versuchsstat., Bd. 41, S. 191; Bd. 43, S. 271. 

*) Scurti u. Perciabasco, Gaz. chim. ital., Bd. 36, II, S. 626. 
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Nichtfliichtige und durch organische Lésungsmittel wie 
Ather, Benzol, usw. nicht extrahierbare, alkaloidartige Verbin- 
dungen, wie die im hiesigen Laboratorium in letzter Zeit ein- 
gehender untersuchten Betaine, sind dagegen im Tabak noch 
nicht nachgewiesen worden. 

Wie im folgenden gezeigt werden wird, haben wir in 
griinen Tabakblattern das gewohnliche Betain (Glycocollbetain) 
aufgefunden. Das Betain ist auch schon in einer anderen So- 
lanaceae, namlich im Lycium barbarum (Bocksdorn) nach- 
gewiesen, aus dieser Pflanze tibrigens zum ersten Male dar- 
gestellt worden.!) Nach Schiitte?) soll sich Betain auch in 
den blattern der Kartoffel (Solanum tuberosum) vorfinden, 
doch kann man nach den Angaben Schiittes dasselbe nicht 
als nachgewiesen betrachten.*) E. Schulze‘) fand in Kartoffel- 
knollen Trigonellin. 

In Anbetracht des starken Kaligehalts der Tabakblatter 
und wegen des Vorhandenseins fliichtiger und durch Phosphor- 
wolframsaure fillbarer Basen mufbten wir von dem im hiesigen 
Laboratorium gebrauchlichen Verfahren>) zur Gewinnung von 
Betainen abweichen. 

Wir verfuhren in folgender Weise: 

3 kg grobgepulverter, unfermentierter, trockener Tabak- 
blitter wurden zweimal mit Wasser von 50—60° ausgezogen, 
die erhaltenen Extrakte mit Bleiessig gefallt, das Filtrat vom 
Bleiniederschlag stark eingeengt und mit Schwefelwasserstoff 
zersetzt. Das vom Bleisulfid abgetrennte Filtrat wurde stark 
eingedunstet, dann im Wasserdampfstrom behandelt, bis keine 
Siure mehr abdestillierte, hierauf mit Sodalésung alkalisch ge- 
macht, von erhaltenen Niederschlagen abgesaugt und das alka- 
lische Filtrat so lange im Wasserdampfstrom destilliert, bis 
keine alkalischen Daimpfe mehr nachweisbar waren. 


') Husemann u Marmé, Annalen d. Chemie, 1864, Supl., Bd. 2, 
S. 383; Bd. 3, S. 245. 

*) Schiitte, Arch. d. Pharmaz., Bd. 229, S. 492. 

5) Siehe hierzu E. Schulze und G. Trier, Diese Zeitschr., Bd. 76, 
S. 286. 

*) E. Schulze, Landw. Versuchsstat., Bd. 59, S. 340. 

5) E. Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. 60, S. 155. 
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Der Destillationsriickstand wurde mit Schwefelsdéure an- 
gesauert, von auskrystallisierendem Natriumsulfat getrennt, die 
Lésung verdiinnt und soviel Schwefelsdiure zugesetzt, bis die 
Lésung etwa 5°/o davon enthielt. Sodann wurde mit einer 
nach der Vorschrift von Kraut bereiteten Kaliumwismutjodid- 
losung ausgefiallt. Der Niederschlag war recht gering, vermehrte 
sich aber nach mehrtaégigem Stehenlassen. Es wurde dann ab- 
gesaugt, mit verdiinnter Schwefelsiure ausgewaschen und mit 
Bleicarbonat zerlegt. 

Da die Beschaffenheit der Fillung mit dem Krautschen 
Reagens noch auf das Vorhandensein von Verunreinigungen 
schliefen lief, wurde noch eine Fillung mit Phosphorwolfram- 
siure eingeschaltet. Das nach der Zersetzung des Niederschlags 
mit Bleicarbonat erhaltene Filtrat wurde daher mit Silbernitrat 
vollstindig von Jod befreit, filtriert, die Schwermetalle durch 
verdiinnte Salz- und Schwefelsaiure ausgefiillt, filtriert, mit so 
viel Schwefelsiure versetzt, bis die Lédsung 5°/oig wurde, und 
nun mit Phosphorwolframsaure ausgefallt. Die erhaltene Fiillung 
wurde in bekannter Weise mit Baryt zerlegt, das Filtrat nach 
der Behandlung mit Kohlenséure und Entfernung des Baryum- 
carbonats eingedunstet. Dann wurde mit tiberschiissiger Salz- 
saure versetzt und im Exsikkator langsam krystallisieren ge- 
lassen. Es schieden sich aus der dunkeln Masse groéfere harte 
Krystalle aus, welche auf eine Tonplatte gebracht und mit wenig 
absolutem Alkohol mehrmals auf derselben gewaschen wurden. 
Dann wurden die Krystalle in Wasser gelést, mit Tierkohle ganz 
entfarbt, die Lésung zur Trockene eingedunstet, mit 95°/oigem 
Alkohol in der Wirme aufgenommen und von etwas Asche 
abfiltriert. Die alkobolische Lésung zur Trockene eingedunstet, 
hinterlieS dann noch etwa 0,3 g eines Salzes, das sich als reines 
Betainchlorhydrat erwies. 

Das Salz war in absolutem Alkohol kaum loslich, reagierte 
stark sauer, gab beim Erhitzen weder Pyridingeruch noch Pyrrol- 
reaktion, war gegen schwefelsaure Permanganatlésung bestiindig 
und schmolz bei schnellem Erhitzen bei 242° unter Zersetzung. 

Mit Natriumpikrat wurde ein in Nadeln krystallisierendes 
Pikrat erhalten, das bei 182° schmolz. 
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Das Goldsalz krystallisierte beim direkten Ausfallen mit 
Goldlésung in den bekannten stark glanzenden rechtwinklig 
begrenzten Blattchen, die beim schnellen Erhitzen bei 234° 
unter Zersetzung schmolzen. 

Analysen des Chloraurats : 

1. 0,1812 g Goldsalz gaben nach der Zersetzung mit 
Schwefelwasserstoff 0,0781 g Au = 43,10°/o Au. 

Fir Betainchloraurat C;H,,NO, - HCl. AuCl, 
berechnet sich: 43,14°/o Au. 

Aus dem Filtrat wurde die fiir Betainchlorhydrat berechnete 
Menge wiedergewonnen. 0,1812 g Goldsalz gaben 0,0610 g 
salzsaures Salz, berechnet 0,0608 g. 

2. 0,2034 g Goldsalz gaben bei direkter Verbrennung 
0,0878 g Au = 43,16°/o Au. 

3. Aus den Mutterlaugen der ersten Krystallisationen des 
Goldsalzes wurde beim Einengen eine weitere Krystallisation 


erhalten. 
0,1506 g Goldsalz gaben 0,0654 g Au = 43,43°/0 Au. 























Die Verdauung des Caseins durch Pepsin vom Kalb, Schwein 
und Rind. 
Von 


W. van Dam. 





Mit drei Kurvenzeichnungen im Text. 





(Der Redaktion zugegangen am 11. Mai 1912.) 








In einer vorhergehenden Arbeit!) habe ich gezeigt, dab 
beim Studium der Eigenschaften von Pepsin und Chymosin ein 
wichtiger Faktor auBer Beachtung gelassen wurde, namlich die 
Ofters schnelle Schadigung des Enzyms wihrend des Gerin- 
nungsversuchs durch die Wirkung der Hydroxylionen der Milch. 
Daraus lassen sich die Eigenschaften des Parachymosins ganz 
einfach erkliren. Der Unterschied in der Wirkung von Siéure 
und Chlorealcium auf die Gerinnungszeit und das Nichtbe- 
folgen des Zeitgesetzes fiir Parachymosinlésungen finden in 
dieser Beobachtung eine einfache Erklarung. Die bekannten 
Versuche Hammarstens und Schmidt-Nielsens, durch 
die eine Trennung von Pepsin und Chymosin erreicht zu sein 
schien, hatten durch diese Beobachtung ihre beweisende Kraft 
verloren, denn es konnte gezeigt werden, daf} die mit Salzséure 
digerierten L6sungen nur scheinbar ihr koagulierendes Vermégen 
eingebiift hatten. Damit fiel auch die damals kraftigste Stiitze 
fiir die dualistische Auffassung der koagulierenden und ver- 
dauenden Enzyme und es war auf Grund dieser Uberlegungen, 
daB ich als meine Meinung aussprach, die einfachere Vor- 
stellung, nach Pawlow, Pekelharing, Gewin u. A. das 
Chymosin und Pepsin seien identisch, sei die am meisten be- 
griindete. Seitdem sind in dieser Zeitschrift wieder einige Ab- 





") Diese Zeitschrift, Bd. 64 (1910), S. 316. 
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handlungen erschienen, die zum Teil neue Tatsachen brachten, 
und ich erlaube mir also nochmals auf dieses interessante 
Problem zuriickzukommen. 

Hammarsten!) gibt in einer ausfiihrlichen Arbeit eine 
Fortsetzung seiner Untersuchungen tiber den Unterschied in 
der Wirkung von Kalbsmageninfusionen einerseits und von 
Mageninfusionen vom Pferd, Huhn und Hecht anderseits. Dies- 
mal wurden Kalbs- und Hundemagenextrakte verglichen mit 
durchaus demselben Resultate: es besteht gar keine Proportio- 
nalitét zwischen Pepsin- und Labwirkung, und die Hunde- 
mageninfusion zeigte wieder die typischen Eigenschaften des 
Parachymosins (Pepsins). Durch besondere Versuche mit an- 
gesduerter Milch hat dieser Forscher sich tiberzeugt, daB der 
Mangel an Parallelitaét bei der proteolytischen und koagulierenden 
Wirkung nicht der Schadigung des Enzyms durch die Hydroxyl- 
ionen der Milch zuzuschreiben ist. Die Abweichung von dem 
Zeitgesetze bei der Verdiinnung wurde aber durch das Hinzu- 
geben von Séure zur Milch aufgehoben, d. h. die Schadigung 
des Enzyms findet dann nicht statt, ganz so wie beim Schweins- 
enzym. Die Unitarier erklaren diesen beobachteten Mangel an 
Parallelitéit so, daf sie es fiir modglich halten, daf in einer 
Enzymlésung, namentlich in Kalbsmageninfusionen, Stoffe vor- 
kommen, welche hemmend auf die EiweiBverdauung nach Mett 
wirken, wiihrend die Koagulation der Milch durch sie nicht 
beeinfluBt wird. Hammarsten?) kommt aber eine solche Auf- 
fassung aus verschiedenen Griinden nicht stichhaltig vor. Er 
schreibt (S. 140): «Wenn die Labung, wie man nach der unita- 
rischen Ansicht annimmt, nichts anderes als eine Pepsinver- 
dauung ist, warum sollen dann die Verunreinigungen in den 
Kalbsinfusionen diese Pepsinverdauung (die Milchgerinnung) 
nicht oder jedenfalls nur in viel geringerem Grade als die andere 
Pepsinverdauung (vom Hiihnereiweif8) hemmen? Warum soll 
dieselbe Menge Verunreinigungen, welche die Labwirkung einer 
Kalbsmageninfusion nicht starker herabsetzt, als daB die letztere 
beziiglich dieser Wirkung einer Schweinsenzymlésung dquivalent 


+) Diese Zeitschrift, Bd. 68 (1910), S. 119. 
lc. 


- sake ie 








20 Beta Baas 














Uber die Verdauung des Caseins durch Pepsin. 249 


ist, die Hiihnereiweifiverdauung viel starker hemmen, trotzdem 
die letztere unter sonst offenbar giinstigeren Verhiltnissen als 
die erstere verlauft ?» 

Uber diese AuSerung Hammarstens habe ich mich 
einigermafen gewundert, zumal weil er auf S. 143 schreibt: 
«Man darf nimlich nicht tibersehen, daB die Versuchsanord- 
nungen bei der Mettschen Probe einerseits und den Milch- 
gerinnungsproben anderseits nicht miteinander vergleichbar sind. 
In dem einen Falle, bei der Mettschen Probe, arbeitet man 
mit ziemlich viel Enzym und verhiltnismafig hohen Siure- 
graden, meistens etwa 0,2°/o HCl; in dem andern, bei der Milch- 
gerinnung, arbeitet man des 6fteren mit wenig Enzym im Ver- 
haltnis zu dem Substrate und bei neutraler oder hdéchstens 
schwach saurer Reaktion>. 

Das ist nun eben der Standpunkt der Unitarier, die der 
Meinung sind, daf man ebenso sehr berechtigt ist, den Mangel an 
Parallelitaét den verschiedenen Einfliissen des Reaktionsmediums 
zuzuschreiben (denn die Systeme sind bei identischen Enzymen 
nicht identisch), als zur Annahme eines zweiten Enzyms. So 
muf man es fiir méglich halten, daB eine Enzymlésung bei 
geringer Wasserstoffionenkonzentration, wie in der Milch, ganz 
regelrecht wirkt, wahrend das nicht der Fall ist in HCl 0,2°/o 
infolge der Anwesenheit von Spuren adsorbierter oder gebun- 
dener Stoffe, durch welche die Eigenschaften des Systems vollig 
geindert werden kénnen, und die durch die bisher angewandten 
Methoden nicht von dem Enzym getrennt werden k6nnen. 
Die von den Dualisten beliebte Methode, nur durch Vermischen 
von Enzymlésungen mit solchen Lésungen, fiir die hemmende 
Stoffe vorausgesetzt werden kénnen, die eine oder die andere 
Wirkung zuriickzudringen, scheint mir in Hinsicht auf die auberst 
kleine Menge Verunreinigungen, welche die Eigenschaften vom 
Eiwei8 zu andern verm6égen, eigentlich sehr roh. In diesem 
Verband sei an die Untersuchungen Pekelharings und 
Ringers’) erinnert iiber die elektrische Uberfiihrung des Pep- 
sins, aus welcher hervorgeht, daB minimale Mengen Verun- 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 282. 
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reinigungen das Verhalten des Pepsins sehr deutlich verandern 
kénnen. Auch bei den Untersuchungen Hedins’) zeigt sich 
der Einflu8 des Mediums, und die groBe Schwierigkeit, um 
Eiweifi frei von gebundenen oder adsorbierten Stoffen zu er- 
halten, ist tiberbekannt. 

Dem letzten Zitat aus Hammarstens Arbeit ‘geht eine 
Bemerkung voran, die noch erwahnt werden soll: «Erinnert man 
sich aber, wie auBerordentlich stark man sowohl durch Saure- 
zusatz wie durch Zusatz von CaCl, die Labgerinnung durch 
Hundeinfusion beschleunigen kann, so gewinnt man wohl un- 
bedingt den Eindruck, daB die hemmenden Stoffe, wenn solche 
iiberhaupt vorhanden sind, eher auf die milchkoagulierende 
als auf die eiweiBverdauende Wirkung der Magenenzyme einen 
Einflu8 ausiiben». Ich erlaube mir hinsichtlich dieses Punktes 
zu bemerken, dafi ich in meiner letzten Arbeit fiir die starke 
Wirkung von Siéure und Chlorcalcium auf die Labung durch 
Parachymosin (Pepsin) eine Erklarung gegeben habe, die von 
Hammarsten offenbar tibersehen wurde. Daf die Labwirkung 
beim Hundeenzym starker beeinflu8t wird durch H-Ion und 
CaCl, als beim Kalbsenzym, kann seine Erklarung finden in 
dem Umstande, daf fiir ersteres nicht nur eine Beschleunigung 
durch die héhere Aciditaét eintritt, sondern auch dadurch, dai 
infolge des herabgesetzten Hydroxylionengehalts der Milch die 
Schadigung des Hundeenzyms wiahrend des Gerinnungsversuchs 
vermindert oder aufgehoben wird. Die Wahrscheinlichkeit einer 
solchen Sachlage geht auch daraus hervor, daf gleichzeitig die 
Abweichungen vom Zeitgesetz aufgehoben werden, wie auch 
aus Hammarstens Untersuchungen an Hundemageninfusion 
deutlich zu ersehen ist. 

Man darf doch nicht vergessen, daB in der Nahe des 
neutralen Punktes eine geringe Vermehrung der H-lIonen eine 
bedeutende relative Zunahme, auf die es hier ankommt, be- 
deutet. Und da8B eine Chlorcalciumlésung auch die H-Ionen 
der Milch stark vermehrt, habe ich friiher®) gezeigt. Durch 





') Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 187. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 58. 
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0,05°/o CaCl, fand ich den reellen Saéuregrad z. B. bedeutend 
mehr als anderthalbmal gr6fer. 

Aus den oben angegebenen Griinden kann ich also nicht 
einsehen, dafi es gewif keine Anhaltspunkte gibt fiir die An- 
nahme, dafi die Verunreinigungen in den Kalbsmageninfusionen 
die Mettsche Probe starker als die Milchgerinnung hemmen. 
Hammarsten hat seine Untersuchungen ausgebreitet mit dem 
Studium der Wirkung von verschiedenen Enzymlésungen in 
einem und demselben Milieu, namentlich in Caseinnatrium- 
lésungen. Ein Urteil iiber die befolgte Versuchsanordnung kann 
aber erst spaiter ausgesprochen werden, wenn die weiteren 
Mitteilungen Hammarstens bekannt sind. Wie weiter unten 
sich zeigen wird, habe ich mit Verdauungsversuchen von 
Casein Zahlen erhalten, die mehr fiir die Identitaét der Enzyme 
sprechen. 

Ich schreite nun zu der Besprechung einer zweiten Arbeit, 
und zwar von Rakoczy.!) Dieser Forscher findet fiir die Infu- 
sionen auf Rinds- und Kalbsmagen denselben Unterschied als fiir 
die vom Kalb im Vergleich mit anderen Tierarten, d. h. das Rinds- 
enzym zeigt alle typischen Parachymosin-(Pepsin)-Eigenschaften. 
Wahrend Hammarsten unterscheidet zwischen Chymosin- und 
Pepsingerinnung von Milch in dem Sinne, daf die letztere nur 
bei angesduerter Milch stattfindet (so werden z. B. die Ver- 
suche Schmidt-Nielsens erklart), geht Rakoczy noch weiter 
und sagt: «Die von der Kalbsinfusion hervorgerufene Milch- 
gerinnung wird durch die Wirkung zweier Fermente — des 
Pepsins und des Chymosins — bedingt.» Das bedeutet also ein 
sich einander Nahern der beiden Enzyme in einer fiir den in 
Frage stehenden Punkt sehr wichtigen Eigenschaft. Weiter hat 
dieser Forscher durch Dialyse, unter genau angegebenen Be- 
dingungen, eine Trennung herbeifiihren kénnen des koagulierend 
und des verdauend wirkenden Enzyms. Im Niederschlage setzt 
sich bei dieser Operation mehr oder weniger reines Pepsin ab, 
wiahrend die Chymosineigenschaften im Filtrat erhalten bleiben. 
Vom unitarischen Standpunkte heiBt das also, daB es nicht ge- 
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lingt, durch einfache Dialyse alle Verunreinigungen wegzu- 
schaffen, wie schon von Pekelharing und Gewin hervorge- 
hoben wurde. Dariiber braucht man sich nicht zu wundern, 
wenn man bedenkt, wie schwierig es z. B. ist, EiweiB von 
Spuren Elektrolyten zu befreien. Am meisten interessant ist 
jedoch in der Arbeit Rakoczys, daB er Versuche mitteilt an 
natiirlichem Kalbsmagensaft, der sich der Hauptsache nach als 
Kalbsmagenfusionen verhilt. Es fallt aber zunachst auf bei 
diesen Versuchen, daB8 beim Erwarmen auf 40° C. die Chymo- 
sinwirkung sehr bedeutend langsamer abgeschwicht wird, als 
fiir die Kalbsmagenfusionen gefunden wurde, selbst bei viel 
groferer Verdiinnung des natiirlichen Magensaftes. So sieht 
man die Koagulationszeit durch 48 stiindige Digestion von 26“ 
auf 185‘ steigen (also 1 : 7) oder von 90" auf 480“ (also 1 : 5,3), 
wihrend fiir die Infusionen gefunden wurde: von < 7“ auf 330“ 
(also 1: > 47) und <5“ auf 120” (also 1:>24). Ich habe fir 
Schweinsenzym dasselbe gefunden; die Abschwéchung durch 
Digerieren bei 40° C. geht bedeutend langsamer als bei Kalbs- 
mageninfusionen. Beziiglich dieser Zahlen sagt Rakoczy: 
«Bei der graphischen Darstellung der Ergebnisse erhielt ich 
Kurven, die denen ahnlich waren, die fiir die Kalbsinfusionen 
erhalten worden waren, obwohl das Sinken der milch- 
koagulierenden Kraft im natirlichen Safte weniger 
scharf ausgepragt war.»') 

Bedenkt man dabei, daB es keine Garantie gibt bei der 
Arbeitsweise Rakoezys, daB der Saft wirklich rein ist, wie 
es bei einem operierten Tiere bei Scheinfiitterung erhalten wird, 
so kann ich auch diesen Versuch nicht als beweisend be- 
trachten fiir die Existenz zweier verschiedener Enzyme im 
Kalbsmagensaft. Am Schlusse seiner Arbeit, die fast ganz 
beendet war, als meine vorhergehende Schrift iiber den Gegen- 
stand ver6ffentlicht wurde, weist Rakoczy auf meine darin 
beschriebenen Befunde hin. Weil dieser Forscher fiir die von 
mir gefundenen Tatsachen eine andere Erklirung gibt, und 
zwar eine solche, dagf, ware sie richtig, die bekannten Tren- 
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nungsversuche Hammarstens und Schmidt-Nielsens ihre 
beweisende Kraft fiir die Dualitét beibehalten wiirden, muf8 
ich tiber diesen Punkt etwas weiter ausholen. Erstens wird 
darauf hingewiesen, daB die gefundene Parallelitét fiir Ver- 
dauung von Paracaseinkalk bei + 10-5 norm. H-Ion und 
Milchgerinnung nicht im geringsten der dualitischen Auffassung 
widerspricht. Ich bemerke dazu, daf ich dem nirgends wider- 
sprochen habe. Ich schrieb damals: «Es ist ohne weiteres 
klar, daB meine Resultate sich vollkommen vereinbaren lassen 
mit der unitarischen Auffassung, sie iassen aber den Befund 
Hammarstens tiber die Abschwachung des Chymosins durch 
Erwérmen mit Salzsaéure vollig unberiihrt. So lange nicht ge- 
zeigt worden ist, dafi in der mit Salzsdure digerierten Lésung 
die Fahigkeit, Milch zur Gerinnung zu bringen, nur verdeckt, 
nicht aber verschwunden ist, etwa in derselben Weise, wie 
das fiir Pepsin der Fall zu sein scheint bei Alkalisierung, hat 
man nicht das Recht, Pepsin und Chymosin als identisch zu 
betrachten. » 

Ich habe nur daraus geschlossen, dai es nicht das bei- 
gemengte Pepsin oder ein besonderes Ferment war, das die 
Verdauung bewirkte, sondern dasselbe Enzym, das die Milch 
koagulierte. 

Weiter findet Rakoczy die Beobachtung der relativ 
schnelleren Gerinnung durch erwarmte Infusionen bei niedrigen 
Temperaturen bestatigt!) und er liefert noch einige Zahlen 
diesen Punkt betreffend. Er sagt dann: «Diese Erscheinung 
beweist durchaus nicht die Identitaét des Pepsins und Chymosins, 
sie betont im Gegenteil noch einmal die verschiedenen Eigen- 
schaften dieser Fermente. Das Pepsin unterscheidet sich unter 
anderem dadurch vom Chymosin, daf es bei verhaltnismabig 
geringfiigigen Verdiinnungen vom Zeitgesetz abweicht; es folgt 
aber, was schon vor 2 Jahren Gerber gezeigt hat und jetzt 
von van Dam bestatigt wird, diesem Gesetz in groBer An- 
naéherung, wenn man die Gerinnungsversuche bei einer Tem- 





1) Daf’ von Gerber (C. R. de la Soc. Biol., Bd. 63, S. 575) diese 
Beobachtung schon 1907 gemacht wurde, war mir damals nicht bekannt; 
er gibt aber keine Erklirung fiir die Erscheinung. 
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peratur von weniger als 30° C. ausfiihrt. Daher kann das 
Pepsin der Kalbsinfusion, in der es in geringer Menge ent- 
halten zu sein pflegt, nach Zerstérung des Chymosins seine 
milchkoagulierende Wirkung besser bei 25° entfalten als bei 
40°, und die milchkoagulierende Kraft der erwarmten Portionen 
wird verhiltnismafig erhoht.» 

Ich habe mich iiber diesen Passus gewundert. Warum 
kann das Pepsin seine michkoagulierende Wirkung besser bei 
25° als bei 40° C. entfalten? Das kann, so weit mir bekannt, 
nur so erklart werden, daB bei héherer Temperatur das Enzym 
vernichtet wird, daB also das Optimum eine anderes ist. Wenn 
man findet, daB eine Schweinsenzymlésung bei 40° C. gar 
keine, bei 25° eine ganz regelrechte Milchkoagulation (in 
5 Min. z. B.) verursacht, so kann man doch nicht sagen: «das 
kommt daher, dafi das Pepsin bei 25° C. besser wirkt als 
bei 40° C.» Und warum findet man bei Verwendung kon- 
zentrierter Enzymlésungen das Umgekehrte? Und wenn die 
Milch ein wenig angeséuert wird, warum findet man dann eine 
ebenfalls viel stérkere Wirkung bei hoherer Temperatur? Diese 
Fragen finden ihre Antwort in der friiher von mir gegebenen 
Erklarung, daf niaimlich unter Umstaénden die Versuchsresultate 
vollig entstellt werden kénnen infolge der Schidigung des 
Enzyms durch die Hydroxylionen der Milch, wahrend des 
Gerinnungsversuchs. Nimmt man die Ursache weg, so findet 
man den Einflu8B8 der Verdiinnung und Temperatur vollkommen 
gleich fiir Schweins- und Kalbsenzym. So sind wahrscheinlich 
auch die Zahlen Rakoczys zu erklaéren, aus denen hervorgehen 
soll, dafB die Temperaturerniedrigung starker auf Chymosin als 
auf Pepsin wirkt (S. 459). So fand ich fiir Schweinsenzym 
und Kalbsmageninfusion folgendes. Fiir den Gerinnungsversuch 
wurden 10cem 3/10-n-HCl zu 100ccm Milch gegeben. 


_. { 40,59 C. 25,6" 40° C. 30" 
Schwein ) o640¢c. 119,72 >) on 70. 135¢. 


Nach alledem muB ich also, bis auf weiteres, bleiben bei 
der vorher gegebenen Erklirung der besonderen Eigenschaften 
des Pepsins. 
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Als dritte Arbeit tiber die Pepsin-Chymosinfrage will ich 
derjenigen von van Hasselt!) Erwahnung tun. Dieser Forscher 
hat Enzymlosungen, die aus getrockneten Magen erhalten wurden, 
in verschiedener Weise zu reinigen versucht, ohne die be- 
kannten Unterschiede zwischen Kalbsenzym und demjenigen der 
erwachsenen Tiere beseitigen zu kénnen. Aus diesen Griinden 
kommt auch van Hasselt zum SchluB, man habe zu unterscheiden 
zwischen dem koagulierenden und verdauenden Enzym. Am 
Schlu8 seiner Arbeit weist er aber darauf hin, daf es méglich 
ist, «da das Enzym vielleicht nur d4uBerst kleine Mengen Sub- 
stanz chemisch gebunden oder adsorbiert enthalt, wodurch seine 
Proteolyse aufgehoben wird.» 

SchlieBlich nenne ich noch die Schrift von Miss Porter,?) 
die mit Handelspraparaten von Lab und Pepsin arbeitete, in deren 
Loésungen hemmende Stoffe gefunden wurden, die durch Dialyse 
weggeschafft werden konnten, wie tibrigens schon bekannt war. 

Gelegentlich der Ausarbeitung einer besseren Methode zur 
Bestimmung der Starke von Handelslab hatte ich von neuem der 
Pepsin-Chymosinfrage néher zu treten. Nach derselben Methode 
wie friiher*) die Verdauung des Paracaseins durch verschiedene 
Labpraparate gemessen wurde, habe ich die verdauende Wirkung 
auf Casein von Schweins-, Rinds- und Kalbspepsin verglichen. 
Es wurden also Lésungen dieser Enzyme mit Casein sehr lang- 
sam geschiittelt und nach Filtrieren durch einen Gooch-Tiegel 
die verdaute Menge nach Kjeldahl bestimmt. Die Besonder- 
heiten werden bei jedem Versuch angegeben. 


Versuch 1. 


Labpulver Hansen wurde in HCl 0,18°/o gelést und 
wahrend 2 Tagen gegen wiederholt erneute Salzsiéure dialy- 
siert. Die klare Losung wurde auf dieselbe Konzentration ge- 
bracht (nach der Milchkoagulation) als eine L6sung von Pepsin 
(Pekelharing) in Salzséiure von derselben Starke. Gerinnung 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 171. 
2) The Journal of Physiology, Bd. 42 (1911), 5. 359. 
5) Diese Zeitschrift, Bd. 61, S. 147. 
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bei 25° C., 1: 25 Milch in 60“ (Schwein) und 61‘ (Kalb). In 
2 Réhren wurde 0,8 g Paracaseinkalk mit soviel Milchsaure 
vermischt, daB die Wasserstoffionenkonzentration + 1 * 10-5 
norm. war. Zu 40 ccm der erhaltenen Suspension wurde 
1 ccm der beiden Enzymlésungen zugegeben und bei 20° C. 
wahrend -+ 22 Stunden langsam rotiert. Gleichzeitig wurde 
ein Blankoversuch mit den erhitzten Enzymlésungen gemacht. 
Die verdaute Menge wurde im Filtrat nach Kjeldahl bestimmt. 
Ich driicke sie immer in ccm !/10-n-Séure aus. Die Verdauung 
nach Mett wurde in gewohnlicher Weise bei Bruttemperatur 


ausgefihrt. 
ccm ‘/i-n- Blanko Verdaut Gerinnungs- Verdaut 
Sdure zeit nach Mett 
Kalb 16,7 1,6 15,1 on” 0,6 mm 
Schwein 17,9 1,3 16,6 60" 55 >» 


Versuch 2. 


Dieselben Enzymlésungen. Statt Paracaseinkalk und Milch- 
siure wurde reines Casein (Merck) und Salzsdéure verwendet. 
1 g Casein wurde mit 40 ccm Saure vermischt. Nach Zugabe 
von 1 ccm der sauren Enzymlésung war der Séuregrad 0,005 
norm. (Die Adsorption am Casein nicht mitgerechnet.) 


ccm '/to-n- Gerinnungs- Verdaut 
Saure zeit nach Mett 
Kalb 24,51) 61" 0,6 mm 
Schwein 23,5 60“ 5,5» 
Versuch 3. 


Labpulver Hansen wurde nach Rakoczy?) dialysiert 
zur Trennung der Chymosin- und Pepsinwirkung. Die Lésung 
des Niederschlags und das Filtrat wurden auf 0,18°/o HCl ge- 
bracht und die Gerinnungszeiten ungefahr gleich gemacht. Ge- 
rinnung bei 35° C. 1:25 Milch, Niederschlag 29,5, Filtrat 





‘) Hier wurden leider die Blankoversuche unterlassen. Aus Ver- 
such 1 geht aber hervor, dafi die beiden Lésungen praktisch keine Differenz 
aufweisen. 

Le. 
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32,5”. 1g Gasein + 35 ccm '/s norm. NaH,PO, + 1 ccm 
Enzymlésung. Bei 20° C. wahrend 40 Stunden rotiert. H-lonen 
+ 0,8 X 10-5 norm. 


ccm ‘/:o-n- Blanko Verdaut Gerinnungs-  Verdaut 
Saure zeit nach Mett 
(16 Stunden) 
Niederschlag 21,6 1,9 19,7 29,5“ 8,0 mm 
Filtrat 1985 18 1805 325” 38 » 


Nimmt man an, da8 Gerinnung und Verdauung des Caseins 
parallel gehen, so hatte man nach der Schiitzschen Regel 
(die auch hier gilt, wie weiter unten dargetan wird)') fiir die 
Niederschlagslésung 19,0 ccm finden miissen. 


Versuch 4. 
Wie bei 3, aber nur 22 Stunden bei 35° C. geschiittelt. 
ccm ‘/1o-n- Blanko Verdaut Gerinnungs- 
Sdure gef. ber. zeit 
Niederschlag 24,1 1,55 22,55 21,6 29,5" 
Filtrat 22,6 2,05 20,55 20,55 32,5“ 
Versuch 5. 


Hier wurde eine von mir selbst nach Hammarsten be- 
reitete Kalbsmageninfusion mit einer Lésung von Pepsin (Pekel- 
haring) verglichen. Die Verdauung des Caseins fand in einem 
Gemisch von Salzsdure und Natriumacetat statt; H-Ionenkon- 
zentration 2,35 X 10-* norm. Der Gerinnungsversuch wurde 
bei 32° C. ausgefiihrt, der Verdauungsversuch in allen fol- 
genden Fallen bei 30° C. 


ccm '/10-n- Blanko Verdaut Gerinnungs- Verdaut 
Saure gef. ber. zeit nach Mett 


Kalb 265 2,2 243 243 35” 29 mm 
Schwein 30,7 2,3 284 263 30° 50 > 





‘) Ich habe friiher (diese Zeitschrift, Bd. 61, S. 147) in dem Ver- 
such mit 3 Labpraiparaten die Verdauung der Enzymkonzentration pro- 
portional angenommen, so lange der Einfluf§ der Reaktionsprodukte als 
verschwindend klein betrachtet werden konnte. Weil aber die Enzym- 
konzentrationen damals keine bedeutenden Differenzen aufwiesen, werden 
durch diesen Umstand die Resultate nur wenig geadndert. 
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Versuch 6. 
Wie bei 5, aber linger geschiittelt. 
ccm '/to-n- Blanko Verdaut Gerinnungs- Verdaut 
Sdure gef. ber. zeit nach Mett 
Kalb 340 22 318 31,8 75" 29mm 
Schwein 40.2 23 37,9 31,8 75" 50» 
Versuch 7. 
Wie bei 6, aber andere Lésungen. 
ccm ‘/1o-n- Blanko Verdaut Gerinnungs-  Verdaut 
Saure gef. ber. zeit nach Mett 
Kalb 246 22 224 224 81” 30mm 
Schwein 27,8 2,2 25,6 23,4 74" 5,8 » 


Aus diesen Versuchen geht also hervor, daB, mit Aus- 
nahme von Versuch 6, die Verdauung des Caseins unter ver- 
schiedenen Umstiinden der Gerinnung fast vollkommen parallel 
geht, wihrend die Verdauung nach Mett fiir dieselben Losungen 
sehr grofe Differenzen aufweist. Die geringen Unterschiede 
fiir die berechneten und gefundenen Werte fiir die Casein- 
verdauung sind wohl dem Umstande zuzuschreiben, da das 
Schweinsenzym beim Gerinnungsversuch nicht vollkommen 
intakt bleibt, wahrend das in der mehr sauren Verdauungs- 
fliissigkeit wohl der Fall ist. Das zeigte sich noch bei den 


hier folgenden Versuchen. 


Versuch 8. 


Vergleich von Kalbsmageninfusion mit einer Loésung von 
Pepsin (Pekelharing). Der Gerinnungsversuch wurde bei 28° C. 


ausgeftihrt, 1:25 Milch. 


ccm 4/10-n- Blanko Verdaut Gerinnungs- 
Sdure gef. ber. zeit 
Kalb 26,85 3,4 23.45 23,45 90" 
Schwein 35,7 3,4 32,3 23,45 90" 


Hier ist die Differenz der gefundenen mit der berechneten 
Verdauung sehr bedeutend. Ich hatte nichts anderes erwartet. 
Beim Verdiinnen der Lisung zeigte es sich, daB das Verdiinnungs- 
gesetz nicht befolgt wurde; daf also das Enzym noch ein 
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wenig geschiidigt wurde und beim Gerinnungsversuch weniger 
Enzym gefunden, als der wirklichen Starke entsprach. Das er- 
klart die starkere Verdauung. 


Versuch 9. 


Dieselben Lésungen wie bei 8. Gerinnung bei 24,5° C. 
ausgefiihrt und tiberdies 2 ccm !/10-n-HCl pro 100 Milch zu- 
gegeben. Die Gerinnungszeiten waren dann 59” fiir beide. Fiir 
die nicht angesauerte Milch bei 28° C. 89” (Kalb) und 110“ 


(Schwein). 
ccm ‘/io-n-  Blanko Verdaut Gerinnungs- 
Saure gef. ber. zeit 
Kalb 29,8 3,4 26,4 26,4 59" 
Schwein 35,0 3.4 31,6 26,4 59! 


Die Differenz des gefundenen und berechneten Wertes 
ist schon bedeutend kleiner in diesem Versuch; eine teilweise 
Vernichtung des Pepsins ist aber noch unverkennbar. 


Versuch 10. 


Hier wurden 6 cem #/10-n-HCl zu 100 Milch gegeben fiir 
den Gerinnungsversuch. Ubrigens wie bei Versuch 9. 


ccm ‘/1o-n- Blanko Verdaut Gerinnungs- 
Sdure gef. ber. zeit 
Kalb 29,9 3,4 26,6 26,6 58! 
Schwein 32,3 3,4 28,9 26,6 58" 


Obgleich der Unterschied noch nicht ganz aufgehoben 
ist, sieht man doch, da man schlieBlich voéllige Parallelitat 
erreicht, wenn nur dafiir Sorge getragen wird, daB der Ge- 
rinnungsversuch den wirklichen Enzymgehalt liefert. 


Versuch 11. 


Sieben Kalbsmigen wurden am selben Tage, 3—4 Stunden 
nach dem Schlachten, nach Hammarsten mit Salzsaure di- 
geriert bei niedriger Temperatur und die filtrierten L6sungen 
fiir Verdauungsversuche mit Casein verwendet. Gleichzeitig 
wurden zwei Parallelversuche mit Labpulver Hansen aus- 
gefiihrt. Die Ldsungen wurden ungefahr gleich stark gemacht 
(nach Koagulation gemessen) und dann in gewohnlicher Weise 
so viel zu 100 ccm Acetatgemisch zugegeben, daf in den 
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Kélbchen genau die gleiche Enzymmenge sich befand. Nachdem 
wahrend 24 Stunden bei 30° vorsichtig geschiittelt war, wurde 
in den Filtraten die verdaute Menge bestimmt. 


ccm ‘'/1o-n-Saure Blanko Verdaut 
Lab, 25,2 3,9(?) 21,3(?) 
Lab, 25,55 3,4 22.15 
1 25,5 3,3 22,3 
2 26,0 3,3 22.7 
3 25,5 3.5 22.0 
4 26,0 34 22.6 
5 25,85 3.4 22,45 
6 25,8 3,3 22,5 
7 24.85 34 21,45 

Versuch 12. 


Vergleich einer Kalbsmageninfusion und Rindsmagenextrakt. 


Fiir den Gerinnungsversuch 10 cem !/10-n-HCl zu 100 
Milch gegeben. Bei 26° C., 1 : 25 Milch, Kalb 29,0’, Rind 34,3”. 
Mit derselben Milch, ohne HCI, bei 38° C., Kalb 39”, Rind 99”. 
Fiir den Verdauungsversuch wurden gleiche Enzymmengen zu 
100 ccm Acetatgemisch gegeben. C,, = 2,4  10-° norm. 


Gerin- ccm In- ccm Blanko __—*Ver- Verdaut 
nungs- fusion zu ‘/o-n- daut nach Mett 
zeit 100 ccm Sdure (12 Stunden) 
Kalb 29" 0,84 227 34 19,3 1,7 mm 
Rind 34,3" 1,0 %7 84 23 48 » 


Auch hier findet man also nahezu Parallelitat. 

Wie schon oben bemerkt wurde, findet man fiir die Casein- 
verdauung wie fiir die von Hiihnereiweif, daB die verdaute 
Menge der Wurzel aus der Enzymkonzentration proportional 
ist, wie aus folgenden Zahlen ersichtlich ist. 


Versuch 13. 
Enzym- iC cem */10-n- Blanko Verdaut 
konzentration C Saure gef. ber. 
1,0 1,0 39,0 6,0 33,0 33,0 
0,75 0,87 34,25 6,0 28,25 28,7 
0,5 0,71 28,0 6,0 220 234 


0,25 0,5 20,5 6,0 14,5 14,5 
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Versuch 14. 
Enzym- yc ecm '/19-n- Blanko Verdaut 
konzentration C Saure gef. ber. 
1,0 1,0 27,1 3,4 23,7. 23,7 
0,75 0,87 24,0 3,4 20,6 20,6 
0,5 0,71 19,7 3,4 16,3 168 
0,25 0,5 14,3 3,4 10,9 11,8 


Aus den oben beschriebenen Versuchen kann also 
der Schlu8B gezogen werden, da8 unter sehr verschie- 
denen Umstanden in schwach saurer Lésung die Ver- 
dauung des Caseins durch Infusionen auf Kalbs-, Rinds- 
und Schweinsmiagen fast vollkommen parallel geht 
mit der Gerinnungsgeschwindigkeit, wihrend die Ver- 
dauung von HiihnereiweiB in 0,2°/o HCI diese Paralle- 
litat bekanntlich gar nicht zeigt. 

Diese Versuche, die also als eine Erweiterung meiner 
friiheren Ausfiihrungen zu betrachten sind, bilden, wie ich glaube, 
ein sehr starkes Argument fiir die Einenzymauffassung. Bei 
der Beriicksichtigung meiner Befunde, da8 die Verdauung des 
Paracaseins und die Milchgerinnung parallel gehen fiir ver- 
schiedene Labpraparate, schreibt Rakoczy:') «Diese Tatsache, 
die unsere Kenntnis der Eigenschaften des Chymosins erweitert, 
widerspricht nicht im geringsten der dualistischen Anschauung; 
wenn das Chymosin imstande ist, spezifisch auf das Casein 
einzuwirken und es zur Gerinnung zu bringen, so ist es nicht 
unmoglich, daB diese spezifische Wirkung nicht auf das Stadium 
der Paracaseinbildung beschrankt bleibt, sondern weitergeht.» 

Eine solche Anschauung konnte auch fiir die oben an- 
gefiihrten Versuche mit Enzymlésungen von verschiedenen 
Tieren geltend gemacht werden. Man kénnte nimlich die ge- 
fundene Parallelitat so erkléren, daB es sich bei der Verdauung 
des Caseins nur um die Wirkung des Chymosins handelt. Dann 
ware es selbstverstindlich, daB Verdauung und Gerinnungs- 
geschwindigkeit parallel gehen. Um diesen Einwand von seiten 
der Dualisten zu widerlegen, hatte ich also nachzuweisen, dai 





') l. c. S. 458. 
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sich eine Enzymlésung, die keine Milchkoagulation hervorruft, 
nach Ansicht der Dualisten also chymosinfrei ist, noch deutlich 
Casein zu verdauen imstande ist. Schon in meiner letzten 
Arbeit tiber diesen Gegenstand wurde dies deutlich dargetan.') 
So fand ich (S. 318) beim Vergleich der verdauenden Wirkung 
einer Schweinspepsinlésung, die kraftig koagulierend wirkte auf 
Milch, mit derselben Lésung, die aber vorher so lange erwarmt 
war, daf} in 61/2 Stunden keine Gerinnung eintrat (bei 37° C.), 
nach Ansicht der Dualisten also praktisch chymosinfrei war, 


folgendes : 


Cy X 107° ~—"/ro-n-Séiure Blanko Verdaut 
Urspr. Lésung 0,58 34,5 2,3 32,2 
Erw. > 0,58 12,6 2,3 10,3 


Die chymosinfreie Lésung hatte also ein Drittel der von 
der nicht erwirmten Lésung verdauten Menge in Lésung gebracht. 

Ich habe den Versuch wiederholt und gleichzeitig die 
Kalbsmageninfusion darin bezogen. Diese letztere wurde auf 
dieselbe Starke gebracht (nach Koagulation von mit 10 ccm 
1/;o-n-HCl pro 100 Milch angeséuerter Milch bei 26° C., 0,5 : 25 
Milch) als eine Schweinspepsinlésung. Ein Teil der letzteren 
wurde dann so lange digeriert, daf bei 39° C. keine Gerinnung 
der nicht angesauerten Milch eintrat. Dann wurde von diesen 
drei Enzymlésungen 1 cem zu 100 ccm Caseinsuspension in 
Acetatgemisch (C,, = 2,38 X 10~* norm.) zugegeben und wih- 
rend -+ 20 Stunden bei 30° C. rotiert. 


Versuch 195. 
Gerinnungs- ccm Enzymlésung ccm '/:o-n- Blanko Ver- 
zeit pro 100 ccm Saure daut 
Kalb 66,5 0,88 25,0 3,5 21,5 
Schwein 75,7 1,0 26,5 3,5 23,0 
Erw. Schw. © 1,0 12,0 3,5 8,5 
Versuch 16. 


Wie 15, andere erwirmte Lésung. Auch wurde die Ver- 
dauung nach Mett bestimmt. 


') Diese Zeitschr., Bd. 64, S. 316. 
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Gerin- ccmEnzym- ccm Blanko Ver-  Verdaut 

nungs- lésung pro = ‘/1o-n- daut nach 

zeit 100 ccm Saure Mett 
Kalb 29" 1,0 25,8 3,5 22,3 1,7mm 
Schwein 28" 0,965 26,1 3,5 22,6 4,9 » 
Erw. Schw. 0.965 150 35 11,5 3,7 > 


Man sieht also, daf die nicht gerinnend wirkende Lésung 
noch sehr kraftig Casein verdaut und die Ansicht der Dualisten, 
man habe bei diesen Versuchen mit einer fiir das Chymosin 
spezifischen Wirkung auf Casein zu tun, wird also hinfiallig. 
Chymosin und Pepsin wirken sowohl auf Milch als auf 
Casein in schwach saurer Lésung vollkommen gleich, 
wenn nur dafiir gesorgt wird, daf% wahrend des Ge- 
rinnungsversuchs keine Schidigung des Enzyms statt- 
finden kann. 

Von Hammarsten wurde bei der Diskussion der Iden- 
titatsfrage wiederholt in den Vordergrund geschoben, da es 
fiir das Chymosin charakteristisch ist, daB es bei neutraler 
Reaktion wirkt, waihrend das Pepsin nur in saurer Lésung 
arbeiten wiirde. Auch in seiner letzten Arbeit weist Ham- 
marsten wieder darauf hin, bei der Beriicksichtigung der 
Versuche von Sawitsch und Migay,') die Proportionalitat 
fiir Pepsin- und Chymosinwirkung herstellen konnten durch 
Hinzugeben von CaCl, zur Milch. Hammarsten schreibt dies 
dem Umstande zu, daf durch CaCl, die H-lonenkonzentration 
steigt, durch die das Pepsin zur Wirkung kommt. Hammarsten 
ubersieht hier aber, daf durch die Vermehrung der Wasser- 
stoffionen nicht das Pepsin zu wirken anfaingt, sondern besser 
wirken kann, weil es nicht oder weniger von den Hydroxyl- 
ionen geschadigt wird. DaB die Ansicht Hammarstens, das 
Pepsin wirke nur in angeséuerter Milch gerinnend und nicht 
in neutraler, nicht wahrscheinlich ist, habe ich friiher gezeigt.?) 
Eine Schweinspepsinlésung, deren koagulierende Wirkung durch 
Erwarmen so weit abgeschwacht war, daB in 61/2 Stunden bei 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 63. 
*) 1. c. Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 316. 
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37° C. keine Gerinnung eintrat (1: 20 Milch), gerann bei 30° C. 
in 8 Minuten ganz regelrecht. Man k6énnte hier noch ein- 
wenden, da beim Hinzugeben von 1 ccm saurer (0,2°!o) In- 
fusion zu 20 ccm Milch doch ein saures Medium entsteht. Bei 
37° C. war das aber auch der Fall und wirkte das Enzym 
gar nicht gerinnend. Die Anderung der H-Ionenkonzentration ist 
aber durch eine solche geringe Séuremenge so unbedeutend, daB 
sie z. B. mit empfindlichem Lackmuspapier gar nicht zu beobachten 
ist, wie aus folgendem Versuch noch naher hervorgeht. 

Die erwarmte Schweinspepsinlédsung von Versuch 16, die 
also in der Starke 1 : 25 Milch bei 39° C. keine Gerinnung ver- 
ursachte, koagulierte bei 26° C. die Milch in 5!/2 Minuten. Die 
H-Ionenkonzentration dieser Milch und der mit 1 ccm 0,2°/ociger 
HC] angeséuerten wurde bestimmt durch Gaskettenmessung gegen 
0,1 n-Calomelelektrode. 

E. Cu. 
Ohne HCl 0,725 V. 0,187 X 10-6 
Mit HCl 0,719 V. 0,243 X 10—*. 

Es leuchtet ein, daf man hier nicht sagen kann, daB im 
einen Fall in neutraler, im anderen Fall in saurer Lésung ge- 
arbeitet wurde, und ich schliefBe aus diesen Versuchen, dab 
es keine Veranlassung gibt, um mit Hammarsten zu unter- 
scheiden zwischen Pepsingerinnung einer- und Chymosinge- 
rinnung andrerseits, eine Unterscheidung, zu der Hammarsten 
genOtigt war, als ihm die Wirkung der Hydroxylionen der Milch 
auf nicht geschiitzes Ferment unbekannt war. Gegen meine 
Versuche kann also, wie ich glaube, nicht eingewendet werden, 
daBi die Parallelitat bei saurer Reaktion studiert wurde, und 
deshalb nicht viel beweisen wiirde fiir die Identitaét. Ich habe 
nimlich 6fters (Versuch 1—8) mit frischer, nicht angesduerter 
Milch gearbeitet; der einzige Unterschied mit Hammarstens 
Arbeitsweise bestand darin, dai ich die Gerinnungsversuche 
unterhalb 30° C. ausfiihrte. 

Auch der Ansicht Hammarstens, man habe nicht das 
Hauptgewicht auf die wiederholt beobachtete Parallelitét der 
zwei Enzymwirkungen zu legen, kann ich nicht beistimmen. Es 
ist natiirlich sehr wiinschenswert, dafi die Falle, in welchen 
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diese nicht gefunden wird, aufgeklart werden, es mu8 doch aber 
logisch erscheinen, dafi die Beobachtung der Parallelitét unter 
verschiedenen Umstinden als ein starkeres Argument zugunsten, 
als das Nichtfinden einer solchen in ein paar Fallen als Beweis 
gegen die Identitaét gelten kann. Hiatte man es mit iibrigens zwei 
identischen Systemen zu tun, so kénnte man bei Identitat 
der Enzyme unter allen Umstanden die gleiche Wirkung er- 
warten. Wenn aber keine identischen Systeme vorliegen, so kann 
doch eine Abweichung der Parallelitat unter bestimmten Um- 
standen nicht aufwiegen gegen das wiederholte Finden einer 
solchen bei sehr verschiedenen Versuchsanordnungen. 

Eine solche Abweichung findet man nun beim Vergleich 
der Gerinnung und Verdauung nach Mett in HCl 0,2°/o fiir das 
Kalbsenzym einer- und die Enzyme vom Rind, Schwein, Hund 
und anderen erwachsenen Tieren anderseits. Diese unerklarte 
Tatsache bildet augenblicklich das Hauptargument zur Annahme 
zweier verschiedenen Enzyme in den Infusionen auf Tiermigen, 
namentlich in dem vom Kalb. Nachdem ich gefunden hatte, 
dafi dieser Mangel an Parallelitét nicht besteht bei Verwendung 
von Casein statt Hiihnereiweif, und in schwach saurer Losung, 
war es interessant zu untersuchen, ob die Verdauung des Caseins 
in einem Medium, das reicher an H-lonen ist, ebenfalls mit der 
Gerinnungsgeschwindigkeit parallel geht. Leider kann man nicht 
in 0,2°/oiger HC] arbeiten, weil das Casein sich darin reich- 
lich als Clorid lést. In 0,3-n-Salzsaure ist es aber praktisch 
unléslich; ich habe somit bei dieser Konzentration einige Ver- 


suche ausgefihrt. 


Versuch 17. 


Die beiden Enzymlésungen von Versuch 1, Gerinnung in 60” 
und 61”, wurden bei 20° C. rotiert wahrend etwa 20 Stunden 


in 0,3 norm. LOésung. 

ccm ‘/1o-n-Séure Blanko Verdaut Verdaut nach Mett 
Kalb 6,9 3,0 3,9 . 0,6 mm 
Schwein 29,7 3,0 26,7 5,5 » 
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Versuch. 18. 
Dieselben LoOsungen wie im vorigen Versuch. 
ecm '/1o-n-Saure Blanko Verdaut 
Kalb 6,8 3,0 3,8 
Schwein 32,0 3,0 29,0 
Versuch 19. 


Mit den Enzymlésungen von Versuch 4, die durch Dia- 
lyse von Hansen-Labpulver nach Rakoczy erhalten waren, 
wurde auch in 0,3-n-HCl ein Verdauungsversuch mit Casein 
gemacht. Zum Vergleich gebe ich gleichzeitig die vorher mit- ° 
geteilten Zahlen, die bei der Verdauung in !/s-n-NaH,PO, ge- 
funden wurden, noch einmal wieder. Die salzsaure L6sung wurde 
42, die Phosphatldsung nur 22 Stunden geschiittelt. 

ccm '/1o-n- Blanko Verdaut Verdaut in der Verdaut 


Saure Phosphatlésung nach Mett 
Niederschlag 13,5 5.1 8,4 22,55 8,0 mm 
Filtrat 7,85 51 2,75 20,55 38 » 
Versuch 20. 


Hier wurde die verdauende Wirkung einer Kalbsmagen- 
infusion und einer Pepsinlésung verglichen in 0,3-n-HCl, aber 
gleichzeitig in derselben, aber vorher durch Natriumacetat ab- 
gestumpfter HCl-Loésung (Cy = 0,00235 norm.). 








HCl Acetat 
‘ecm Blanko Ver- ccm Blanko Ver- Gerin- Verdaut 
'/10-n- daut ‘/10-n- daut nungs- nach 
Siure Saure zeit Mett 


Kalb 10,4 382 7,2 245 22 224 81” 3.0mm 
Schwein 38,2 32 35,0 27,8 2,2 25,5 74” 58 » 


Es geht also aus diesen Versuchen hervor, daf auch fiir 
die Caseinverdauung die Proportionalitaét fiir Verdauung und 
Milchgerinnung nicht besteht, wenn der Versuch in einem stark 
sauren Medium ausgefiihrt wird, und tiberdies zeigt sich, daB 
das Kalbsenzym in der sehr sauren Lésung weit weniger Casein 
zu verdauen vermag in derselben Zeit als in der weniger sauren 
Fliissigkeit. Fiir das Schweinepraparat findet man eben das 
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Umgekehrte. Fiihrt man, zur Vermeidung der Differenz der 
beiden Fliissigkeiten (Versuch 20) in bezug auf das Natrium- 
acetat, den Versuch in 0,3 und 0,001-n-Salzsiure aus, so findet 
man dasselbe. Hier sind die Verhaltnisse also denjenigen bei 
der Verdauung nach Mett ziemlich ahnlich und man kann also 
sagen, daf die Ursache dieser Erscheinung nicht in der Ver- 
schiedenheit der verwendeten EiweifSarten liegt, sondern in dem 
Unterschied der Wasserstoffionenkonzentration. Die Dualisten 
werden darin den Beweis sehen fiir die Existenz zweier Enzyme. 
Schon oben habe ich darauf hingewiesen, daf8 man sich mit 
gleicher Berechtigung vorstellen kann, daf in den Magen von 
jungen Tieren mit dem Enzym regelméfig Spuren von Stoffen 
abgeschieden werden, die das Enzym schiitzen sollen gegen 
den Einflu8B der Hydroxylionen beim Milchgenuf und die hemmend 
wirken auf die Verdauung in stark saurer Lésung, etwa durch 
Kondensation von Enzymmolekiilen, oder durch Beeinflussung 
von Dissoziationszustanden, oder elektrischen Ladungen, oder 
in einigerlei anderer Weise. Beim Alterwerden der Tiere, 
wenn sie nicht mehr mit Milch gefiittert werden, werden diese 
Stoffe in geringerer Menge ausgeschieden. Eine solche Vor- 
stellung scheint mir wahrscheinlicher als die Annahme, dab 
die dlteren Tiere ein anders konstituiertes Enzym absondern. 
Wie dem auch sei, ich glaube aus dem oben Mitgeteilten schliefien 
zu diirfen, daB in bezug auf das Verhalten gegen Casein bei 
schwach saurer Reaktion und gegen Milch (was die Gerinnungs- 
geschwindigkeit betrifft) zwischen Chymosin und Pepsin nicht 
unterschieden werden kann. 

Um der Frage tiber die Dualitét oder Verunreinigungen 
noch etwas naher zu treten, sagte ich mir: wenn man in den 
Mageninfusionen zwei Enzyme annimmt, so ist es denkbar, daB 
die Verdauungsprodukte der einen Fermentwirkung nicht iden- 
tisch sind mit denjenigen der andern. Es wire also mdglich, 
daB die Verdauungsprodukte, die bei niedriger H-lonenkonzen- 
tration durch die Wirkung von Schweins- und Kalbsmagen- 
infusion auf Casein erhalten werden, nicht identisch sind mit 
den in stark saurer LOsung gebildeten Abbauprodukten. Wenn 
dem so wire, so hatte man einen ziemlich sicheren Beweis 
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fiir die Dualitaét. Um dies zu priifen, wurde von folgendem Ge- 
dankengang ausgegangen. Die bei der Verdauung auftretenden 
Abbauprodukte wirken bekanntlich der Enzymwirkung entgegen. 
Nachdem das Mai dieser Gegenwirkung festgestellt wurde, 
konnte leicht gepriift werden, ob die Spaltungsprodukte der 
«stark sauren Verdauung» die Enzymwirkung in schwach saurer 
Lésung in gleicher Weise hemmen als die Abbauprodukte dieser 
letzten Wirkung selbst. Bei identischen Spaltungsprodukten 
kénnte man natiirlich cet. par. die gleiche Wirkung erwarten. 

Zuerst wurden die Konzentrationen der Abbauprodukte 
gesucht, die eine sehr deutliche Hemmung der Enzymwirkung 
verursachten. 6 g Casein wurden mit 140 ccm HCl (10 ccm 
= 29,6 '/10-n.), 16 ccm Natriumacetatlésung (5 ccm = 1,308 g) 
und 8 ccm Enzymlésung vermischt und bei 30° langsam ge- 
schiittelt. Nach bestimmten Zeiten wurde ein Teil des Ge- 
misches durch einen Gooch-Tiegel filtriert und die verdaute 


Menge nach Kjeldahl bestimmt. 


Versuch 21. 
Nach Stunden ccm 4/10-n Blanko Verdaut 
7 21,75 1,6 20,15 
19 38,4 1,6 36,8 
43 47,75 -_ + 45,75 
651/2 51,75 2,2 49,55 
891/9 52,75 2,7 50,05 


Man sieht hier deutlich die schnelle Abnahme der Enzym- 
wirkung. Es war mdglich, daf es sich hier aber mehr um Ab- 
schwichung des Enzyms als um den Einflu8 der Reaktions- 
produkte handelte. Darum wurde zu + 20 ccm des Gemisches, 
das 65!/2 Stunden geschiittelt war, noch 1 ccm der Enzym- 
ldsung zugegeben. 20 Stunden spater fand ich dann 56,0 ccm. 
Die Hemmung war also hauptsachlich auf Rechnung der Ab- 
bauprodukte zu stellen. 

In einem neuen Versuche wurde in folgender Weise ver- 
fahren, zuerst mit Schweinsenzym und nachher') mit Kalbs- 
r* | !) Die -beiden Versuche sind also nicht miteinander vergleichbar. 


Die unten aufgezeichneten Zahlen beziehen sich fiir die beiden Enzyme 
auf nicht genau identische Lésungen und auf verschiedene Quantitaéten 


des Filtrats. 
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mageninfusionen. In zwei Kélbchen wurden wieder 6 g Casein 
mit Salzséiure 0,3 norm. gemischt und dem einen Gemisch so- 
gleich die Enzymlésung zugegeben. Nachdem beide Kélbchen 
24 Stunden geschiittelt waren, wurden beide Lésungen mit 
Natriumacetat vermischt und in das zweite Kélbchen dieselbe 
Enzymmenge gebracht. Dann wurde ein Teil des Gemisches 
des ersten KOlbchens sogleich filtriert und die Verdauung, die 
also in stark saurer LOsung stattgefunden hatte, bestimmt nach 
Kjeldahl. Gleichzeitig wurde die Drehung der Polarisations- 
ebene im Laurentschen Apparat bestimmt. Nach bestimmten 
Zeiten wurde der Gang der Verdauung in den beiden Kélbchen 
kontrolliert. Als Versuch 22 und 23 gebe ich die Zahlen, die 
mit Schweins- und Kalbsenzym erhalten wurden. 


























Versuch 22. 
Schweinsenzym. 
Verdauung ganz in Acetatlésung [Verdauung zum Teil in HCl-Lisung 
Nach Ver- | Pol. | Pol. Nach | Ver- | Pol. | Pol. 
Stunden daut | gef. | ber. Stunden | daut | gef. | ber. 
2Std.25Min.| 11,3) 55’! 56 0 32,7 | 2°38/ | 2° 42" 
6 >» 35 » 20,0 1049" 1° 39’ 5 35,8 | 2° 55’ | 2° 57° 
11 » 25 » 26,8 lo 44’ 2° 13’ 17 40,0 | 3°15’ | 3° 18’ 
23 >» 30 >» 37,7 | 3° 913° 7 
34 » 30 > | 40,0 |3°18/| 3°18) 
Versuch 23. 


Kalbsenzym. 



































Verdauung ganz in Acetatlésung |Verdauung zum Teil in HCl-Lésung 
Nach Ver- | Pol. | Pol. Nach | Ver-| Pol. | Pol. 
Stunden daut | gef. | ber. Stunden | daut | gef. | ber. 
1 Std. 7,0 |0°50'| 52! 0 =| 17,0 |2°10'| 2° 7 
2 > 45Min.| 11,3 | 1°22’) 1°24'] 2 Std. 35Min.| 19,6 20 33 | 2° 26" 
7 > 35 > | 188 |2°27|2°290'}9 » 12 » | 24,1 (3° 4| 2°59" 
13 > 45 > | 243/3° 713° Orla >» 29.5 | 3° 45/| 3° 39’ 
23 » 40 » | 302 3045) 3° 44/148 > | 34,9 40Re 4g 
48 > 37,7 | 4°40’ | 4° 40’ | | 
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Die berechneten Zahlen fir die Polarisation wurden 
erhalten aus den Verdauungszahlen unter Annahme von Pro- 
portionalitét der beiden Gréfen. Die fettgedruckten Ziffern 
dienten dabei als Grundzahlen. 


ig. I. parse. Fig I. 


Verdaut 





a’ 6 











Stunden Stunden 


In den Figuren I und II sind fiir die ganze Verdauung 
in Acetatlésung die Stunden als Abszisse, die verdauten Mengen 
als Ordinate aufgezeichnet. Man sieht also, daB sich hier wieder 
die typischen Kurven fiir die Enzymwirkung ergeben, die sich 
nach der Abszisse kriimmen. In diesen Kurven wurden dann die 
Punkte aufgesucht, die der Verdauung nach 0 Stunden (in stark 
saurer Loésung also) entsprechen, also 32,7 fiir das Schweins- 
enzym und 17,0 fiir das Kalbsenzym. Die weiteren Stunden, 
wiihrend welcher die Verdauung also in schwach saurer LOsung 
stattgefunden hat, wurden dann von der mit diesen Punkten 
korrespondierenden Stellen a und b auf der Abszisse abgerechnet. 
Die durch ein Kreuzchen angegebenen Stellen geben dann die 
im ganzen verdauten Mengen an. 

Wie ersichtlich, kann fiir das Schweinsenzym angenommen 
werden, da die Abbauprodukte der «stark sauren Verdauung» 
die Reaktion bei geringer H-Ionenkonzentration in ganz der- 
selben Weise hemmen, wie die Spaltungsprodukte von dieser 
letzten Verdauung selbst; die Kreuzchen liegen namlich inner- 
halb der Versuchsfehler in den Kurven. Betrachtet man weiter 
die Zahlen, die fiir die optische Drehung der Verdauungspro- 
dukte erhalten wurden, so sieht man, daf diese ganz unab- 
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hangig davon sind, ob die Verdauung in stark oder schwach 
saurer LOsung stattfand. 

Beim Kalbsenzym liegen die Kreuzchen ein wenig unter- 
halb der Kurve und zwar mehr, als dem Versuchsfehler ent- 
sprechen diirfte. Die Ursache dieser Erscheinung kénnte nun 
diese sein, dafi in der sehr sauren Lésung andere Abbaupro- 
dukte entstehen, die die Verdauung in der Acetatlésung stirker 
hemmen. Dies wird aber sehr unwahrscheinlich dadurch, dab 
die optische Drehung fiir Lésungen mit demselben N-Gehalt 
ganz dieselbe ist, unabhingig von dem Medium, in welchem 
die Verdauung vor sich geht. Viel wahrscheinlicher schien 
mir, daB das Kalbsenzym in der 0,3 norm. HCl-Lésung bei 
30° C. nicht vollkommen intakt geblieben war. Wenn dem 
so ware, so wiirde die Enzymmenge ein wenig geringer sein 
und dadurch die scheinbar stérker hemmende Wirkung der 
Abbauprodukte erklirt sein. Weil die Wirkung der Salzsiiure 
auf das Enzym starker ist, je nachdem die Konzentration des 
letzteren kleiner ist, habe ich den Versuch wiederholt bei ge- 


ringeren Enzymkonzentrationen. 


Versuch 24. 


Der Versuch wurde in ganz derselben Weise ausgefiihrt. 
Die Enzymmenge war etwa 21/2mal kleiner. Demzufolge mufte 
auch in der HCl-Lésung langer geschiittelt werden, und zwar 
48 Stunden. Auch wurde eine andere Acetatlisung verwendet, 
die aber nur ganz wenig verschieden von der anderen war. 














Verdauung ganz in Acetatlésung |Verdauung zum Teil in HCl-Lisung 
Nach | Ver-| Pol | Po. | Nach | Ver] Pol | Po. 
Stunden | daut | gef. | ber. Stunden | daut | gef. | ber. 
4 Std. 40 Min. 18) — | — 0 | 13,9 1049" | 1° 46° 
10 » 40 » | 15,8 2° 4’; 2° 1/110 Std. 25 Min.) 17,2 | 2° 16" | 2° 11° 
24 » | 23,0 | 2958’) 2956/1723 » 20 » 19,6 | 2° 36°| 2°30 
34 >» 25 » | 26,6 3° 23!) 3° 23! 74 3 @ >» 26,0 (3°21 3° 19° 
48 >» | 30,1 | 3°50’ | 3° 50’ | 








Diese Zahlen, die in Fig. III graphisch dargestellt sind, be- 
statigen also die ausgesprochene Vermutung. Die Abweichungen 
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sind hier bedeutend gréSer und finden sehr wahrscheinlich in 
der Schadigung des Enzyms in der 0,3-n-HCl ihre Erklarung. 
Die optische Drehung geht némlich auch hier mit dem Stick- 
stoffgehalt parallel. 
Auf Grund dieser 
Fig I. Versuche glaube ich, 
dafi die Annahme nicht 
zu gewagt ist, daB bei 
der Verdauung von 
Casein durch 
Schweinsenzymund 
Kalbsenzym in 
- schwach und stark 
Stunden " 
saurer Lésung voll- 
kommen identische Abbauprodukte entstehen. 

Man hatte dies dann so zu deuten, daf ein und dieselbe 
chemische Reaktion zwischen dem Casein und der Séure durch 
beide Enzyme katalytisch beschleunigt wird. In der stark 
sauren Lésung zeigt sich nur ein Unterschied in dem Mafe dieser 
Beschleunigung durch Kalbsenzym einerseits und Schweinsenzym 
anderseits; in schwach saurer Lésung zeigte sich dieser Unter- 
schied nicht. 

Hitte man bei diesen Versuchen verschiedene Abbau- 
produkte gefunden beim Gebrauch der beiden Enzyme, so wire 
dies ein ziemlich sicherer Beweis fiir die Dualitét gewesen, 
wie schon oben betont wurde. Da8’ die Spaltungsprodukte 
identisch sind, ist umgekehrt noch kein Beweis fiir die Identitat 
der Enzyme. So wird z. B. das Wasserstoffsuperoxyd von sehr 
verschiedenen Enzymen zerlegt in Wasser und Sauerstoff. Man 
mu dabei aber bedenken, daf sich ein so kompliziertes Molekil 
wie das Caseinmolekiil in sehr verschiedener Weise zerlegen 
kann, wahrend das in dem erwihnten Beispiel des Wasserstoff- 
superoxyds nicht der Fall ist. So betrachtet, scheinen mir 
auch diese Resultate ein Argument zu bilden fiir die Identitat 
von Chymosin und Pepsin. 

Wenn ich nun schlieBlich das Fiir und Gegen in dieser 
Frage in die Wagschale stelle, so scheint mir auch auf Grund 


Verdaut 
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der oben gefundenen Parallelitat der Milchgerinnung und Casein- 
verdauung die Vorstellung der Identitat noch immer die am 
meisten wahrscheinliche. 


Zusammenfassung. 


Es wurden einige neulich erschienene Arbeiten iiber die 
Pepsin-Chymosinfrage besprochen. Es konnte gezeigt werden, 
daf die Verdauung von Casein durch das Magenenzym von 
Schwein, Kalb und Rind in Lésungen von Salzséure, Natrium- 
hydrophosphat, Gemischen von Salzséure und auch Essigsiure 
mit Natriumacetat, kurz in Lésungen von solcher H-Ionen- 
konzentration, dafi noch kein Casein darin léslich ist, der Ge- 
rinnungsgeschwindigkeit parallel geht. La&t man die Verdauung 
des Caseins in 0,3 normaler HCl-Lésung vor sich gehen, so 
findet man die gleichen Unterschiede fiir Verdauung und Ge- 
rinnung wie bei dem Mettschen Versuch. Es wurde darauf 
hingewiesen, daf} zur Erklarung dieser Erscheinung keineswegs 
ein anderes Enzym angenommen zu werden braucht in der 
Kalbsmageninfusion, und zwar auf Grund der Verschiedenheit 
der Systeme, die man vergleicht, welche bei identischen 
Enzymen nicht identisch sind. Die Unwahrscheinlichkeit dafiir, 
da8 man es mit zwei verschiedenen Enzymen zu tun hat, geht 
noch daraus hervor, daB die Verdauungsprodukte der Ver- 
dauung in stark saurer und in schwach saurer Lésung voll- 
kommen identisch zu sein scheinen. 


Reichslandw. Versuchsstation, Hoorn. 














Untersuchungen tiber die chemische Zusammensetzung und 
Bildung der Enzyme. 


V. Mitteilung. 


Zur Kenntnis der Invertasebildung. 
Von 
Hans Euler und Hermann Meyer. 


Mit sechs Kurvenzeichnungen im Text. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8, Mai 1912.) 





Bis jetzt ist der Verlauf der Enzymbildung in zwei Fallen 
verfolgt worden, namlich die Bildung der Galaktase bezw. des 
die Galaktose vergiirenden Enzymkomplexes und die Bildung 
der Invertase.!) Im ersten Falle handelt es sich unzweifelhaft 
um eine Anpassung an das Nahrungssubstrat, denn es hat sich 
gezeigt, dai nur die Vorbehandlung mit Galaktose die erwahnte 
Anderung der Garungsfihigkeit hervorruft. 

Dagegen scheint die Vermehrung der Invertasewirkung 
der Hefe durch Vorbehandlung mit zuckerhaltiger N&hrlésung 
von der Natur des zugesetzten Kohlenhydrates ziemlich unab- 
hiingig zu sein. Die quantitative Konstatierung dieser Tatsache 
war fiir uns wichtig genug, um den vorlaufigen Versuch von 
Euler und Johansson ausfihrlicher zu wiederholen. 

Wir teilen zunachst die diesbeziiglichen Messungen mit: 


Versuchsanordnung. 

Zur Vorbehandlung wurden 5 g der abgepreften, ge- 
waschenen Hefe in 500 cem sterilisierter Lindnerscher Nahr- 
l6sung eingetragen, welche im Liter enthielt: 

0,25 g MgSO, 5 g KH,PO, 
4  » Asparagin 20 » Zucker. | 

Die eine gewisse Anzahl Stunden vorbehandelte Hefe 
wurde abfiltriert und einige Minuten auf Ton getrocknet. Der 
dabei erreichte Gehalt an Trockensubstanz wurde jedesmal durch 
Entwissern eines Anteils der Hefe bei 90° bestiinmt. Von dieser 
Hefe wurden 0,25 g in einer Mischung von 20 cem 20°/oiger 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 388, 1912 und Bd. 78, S. 100, 1912. 
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Rohrzuckerlésung und 10 ccm 1°/oiger NaH,PO,-Lésung auf- 
geschlemmt. (Durch die Anwesenheit von Phosphat wird bei 
allen Versuchen eine geeignete und sehr nahezu gleiche Kon- 
zentration der H-lonen eingehalten.) Die Inversion des Rohr- 
zuckers wird durch Zusatz von 10 ccm 5°/oiger Sodaliésung 
nach bestimmten Zeiten abgebrochen, worauf die abfiltrierte 
Losung im Polarisationsapparat untersucht wird, und zwar im 
1 dm-Rohr bei etwa 20°. Der Inversionsvorgang selbst findet 
bei 18° statt. 
Versuchsreihe 1. 

In den folgenden Tabellen sind die Inversionszeiten t in 
Minuten angegeben, daneben die direkt beobachteten Drehungen, 
ferner die zur Zeit t noch zu durchlaufenden Drehungsanderungen 
in Graden und endlich die Reaktionskonstanten 

k = !/), In a: a—x. 


Hefe H. 
Ohne Vorbehandlung. 












































Minuten at | k- 10* 
0 | 7,53 = 
15 6,42 34 
25 5,71 35 
35 5,09 35 
40 4,71 36 
00 | — 2,41 — 
Trockensubstanz: 33°). 
Glukose. Rohrzucker. 
21 Stunden vorbehandelt. 23,5 Stunden vorbehandelt. 
Minuten | a k- 10! Minuten | a | k-10+ 
0 76 | oe | ee) — 
16 5,00 | 80 15 4,99 86 
25 3,83 | 81 25 3,44 93 
35 2,57 | 86 35 1,97 102 
40 2,00 | 88 40 1,40 104 
2 web os — 2.49 “in 
Trockensubstanz: 30,53 °/o. Trockensubstanz: 29,80°/o, 
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Glukose. Rohrzucker. 
72 Stunden vorbehandelt. 69,5 Stunden vorbehandelt. 
Minuten | a | k- 104 Minuten a k- 10* 
0 | 8,12 _ 0 8,21 — 
15 5,68 75 15 5,17 95 
25 3,84 89 25 3,56 97 
35 2,59 90 35 2,27 99 
MM) 2,00 92 40 1,65 101 
ore | — 2,60 _ oo — 2,60 _ 
Trockensubstanz: 29,88 °/o. Trockensubstanz: 28,95 °/o. 
93,5 Stunden vorbehandelt. 96 Stunden vorbehandelt. 
— EEE 
Minuten at k- 10* Minuten at k - 104 
0 8,21 a= 0 8,04 _ ts 
15 5,67 77 15 5,01 97 
25 3,83 90 25 3,41 100 
35 2,60 90 35 2,17 100 
40 2,03 92 40 1,50 104 
oO | — 2,63 _ oe — 2,57 — 
Trockensubstanz: 30,93 °/o. Trockensubstanz: 30,63 °%o. 
120 Stunden vorbehandelt. 117,5 Stunden vorbehandelt. 
Minuten a k - 104 Minuten a k - 10* | 
0 8,08 - 0 8,08 ~ 4 
15 5,46 81 16 4,29 123 
25 3,87 87 25 2,54 127 
35 2.62 89 35 115 | 130 | 
40 aa — 4) 0,50 135 | 
a0 — 2,59 — oa) — 2,59 —_ 
Trockensubstanz: 31,08 °/o. Trockensubstanz: 38,76 °/o. 


Reduziert man die Mittelwerte der fiir die Zeiten 25 Mi- 
nuten und 35 Minuten gefundenen Konstanten auf einen Trocken- | 
gehalt der Hefe von 30°/o und auf gleiche Vorbehandlungs- ’ 
zeiten, so ergibt sich die folgende Zusammenstellung der Re- 
aktionskonstanten k.10* fiir 18°. 
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‘Dauer der Vorbehandlung in Stunden 
Zucker arin nehenimeeeniapeenenemmneen 
0 | 2 | 7m | 9 |= 119 
Glukose 99 82 88 | 87 | 86 
Rohrzucker lo 98 101 | 100 | 100 











In einem friiheren Versuch von Euler und Johansson 
wurde durch Vorbehandlung der Hefe mit Rohrzucker ent- 
haltender Nahrlésung kein stirkeres Anwachsen der Invertase- 
menge erzielt, als bei der Vorbehandlung mit einer Nahrlésung, 
welche Glukose enthielt. 

Bei dem hier mitgeteilten Versuch wachst zwar die Inver- 
tasewirkung in ersterem Falle etwas schneller und stirker an 
als im letzteren, aber jedenfalls ist der Unterschied gering. 

Hervorgehoben sei, dafB in beiden Fallen die Hefe ihre 
maximale Invertasewirkung sehr schnell — etwa in 25 Stunden — 
erreicht. 

Nach unseren friiheren Messungen war der Verlauf der 
Enzymbildung ein logarithmischer. Es konnte eine «Enzym- 
bildungskonstante» berechnet werden und die hieraus zuriick- 
berechneten Punkte der Enzymbildungskurve stimmten mit den 
gefundenen ziemlich gut iiberein. 

Unter sehr dhnlichen Bedingungen haben wir mit der 
gleichen Hefe eine entsprechende Versuchsreihe ausgefiihrt. 
Die Zusammensetzung der Nahrlésung war die gleiche wie 
friiher (4 g Asparagin im Liter); die Hefemenge pro Menge 
Nahrlésung war etwas geringer, namlich 1 g Hefe auf 100 ccm 
Liésung; friiher hatte sich 1,5 g Hefe in 100 ccm Lésung befunden. 


Versuchsreihe 2. 


Hefe H. 
Ohne Vorbehandlung. 








Minuten | a | k- 10° 
0 7,70 _ 
17 6,77 24 
25 6,33 25 
35 5,72 27 
4M) 5,39 28 
oe) 2,46 sini 








Trockensubstanz: 28,78 °/o. 
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21 Stunden vorbehandelt. 45 Stunden vorbehandelt. 
| | | 
Minuten | a | k-10* Minuten a | k-10* 
0 | 7,70 — 0 7,70 ~~ 
6a 5,54 | 69 15 5,44 73 
25 | 4,21 73 25 3,94 80 
35 | 3,04 76 35 2,7 84 
4) | 2,43 79 40 2,13 86 
6 Pome Fee a — 2,46 = 
Trockensubstanz: 28,17 °/o. Trockensubstanz: 28,97 °/o. 
70,5 Stunden vorbehandelt. 117 Stunden vorbehandelt. 
Minuten | a | k- 10% Minuten a | k- 104 
0 | a ao 0 . 
15 | 5,37 | 75 16 4,77 81 
25 391 | 8! 25 355 | 88 
35 2,72 84 35 2,42 87 
4A) 2,15 86 40 1,90 89 
me | —246 | = 00 — — 
Trockensubstanz: 27,30 °/o. Trockensubstanz: 26,82 °/o. 


Nimmt man die Mittelwerte der fiir die Zeiten t — 25’ 
und 35‘ erhaltenen Konstanten und reduziert diese Werte auf 
einen gemeinsamen Trockengehalt von 30°/o, so erhalt man 


die folgenden Zahlen (vgl. Fig. 1). 


Vorbehandlung. Stunden | 0 | 21 | 45 | 70,5) 117 
Reduz. Inversionskonst. k + 10* | 27 79 | 85 | 91 | 96 


Wir haben den Versuch mit der friiher gefundenen Enzym- 
bildungskonstante kgnp = 0,020 berechnet. 








ll 

















Dauer der Vorbehandlung k - 10* 
Stunden Gefunden | Berechnet 

O 27 27 

21 79 71 

45 85 89 

70,5 91 95 

117 96 — 

L 98 a 
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Die hier ermittelte Geschwindig- = w——__, 
keit der Enzymbildung ist also etwa | | 





| | 
| 


ebenso grof wie die friiher gefundene; x ,, _~ | 
dagegen lag hier das Maximum des S| ew | 
Enzymgehalts niedriger, nimlich 98 §_ / Fag il. | 
gegentiber dem friiheren Wert 110. a” Asparagin | 
g | Altere Hele | 

Wir kommen nun zur Hauptfrage: iy aaa P pa 


Wie verandern sich Maximum 
undGeschwindigkeitderEnzym- *”- 
bildung ? 

Mit der Hefe H wurde zunachst der Einfluf der Stick- 
stoffnahrung untersucht, und zwar wurde dazu Asparagin, 
Glykokoll und Ammoniumsulfat gewahlt. 

Bei den ersten diesbeziiglichen Versuchen befanden sich 
5 g Hefe in 250 ccm Nahrlésung, wihrend bei den tbrigen 
Versuchen doppelt so viel Nahrlésung zur Anwendung kam. 
Dies hatte zur Folge, daB nun der Enzymzuwachs viel geringer 
war als friiher und auch einen anderen Verlauf nahm. 


a, See. ee) 
Vorbehandlangszert in Stunden 


Versuchsreihe 3. 


Vorbehandlung bei 18°. 


A. 4g Ammoniumsulfat im Liter Nahrlésung. 














Ohne Vorbehandlung. 3 Stunden vorbehandelt. 
ee 
| | 
Minuten | a | k+10* Minuten a | k- 10* 
0 705 | — 0 | 705 a 
6 | soi | 38 15 569 | 46 
25 5,17 | 39 2 «6| 047k | (59) 
36 451 | 38 35 4,05 48 
40 431 | 38 4 | 3,76 48 
.e | —2e | -« o | —225 me 








Trockensubstanz: 33,64 %/o. Trockensubstanz: 33.75 °/o. 
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30 Stunden vorbehandelt. 











Minuten | a k - 10* 
0 | = 7,05 ~ 
15 | 5,15 66 
25 | 3,77 76 
35 | 2,76 77 
40 | 2,30 | 77 
» | —oe |] = 
Trockensubstanz: 34,12 °/o. 





146 Stunden vorbehandelt. 
————— 














Minuten a | k - 104 
0 7,50 _ 
15 4,99 85 
25 3,58 87 
3d 2,31 92 
40 1,69 96 
oo — 2,40 — 





Trockensubstanz: 34,96 °/o. 


195 Stunden vorbehandelt. 











Minuten at k - 10* 
3 
0 7,90 -- 
15 5,01 84 
25 3,62 86 
35 2,38 90 
MW) 1,87 91 
oo — 2,40 _- 
Trockensubstanz: 33,54 °/o. 
9 


B. 4 g Glykokoll im Liter Nahrldésung. 


Ohne Vorbehandlung. 
————————————— 











Minuten | a k - 10* 

0 | 7,05 - 

15 5,94 37 

25 5,18 39 

35 -- — 

4) 4,17 40 

ora) — 2.25 — 
Trockensubstanz: 32,74 °/o. 


19,5 Stunden vorbehandelt. 
——————————————— 











Minuten a k- 10* 
0 7,05 _ 
15 5,29 61 
25 4,12 66 
35 3,00 71 
) 2.51 73 
L — 2,25 _ 





Trockensubstanz: 30,73 °/o. 
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44 Stunden vorbehandelt. 70,5 Stunden vorhehandelt. 
Minuten a  k- 104 Minuten a k - 10* 
| 0 7,05 | — 0 7,05 — 
a 15 5,08 | 69 15 4,85 78 
26 3,53 | 79 25 3,49 88 
35 259 | 8! 35 2.24 90 
40) 2,20 | (80) 40 1,69 93 
% —29 | — x —225 de 
Trockensubstanz: 30,30 °/o. Trockensubstanz: 31,57 °/o. 
140 Stunden vorbehandelt. 187,5 Stunden vorbehandelt. 
——————————————— 
“ Minuten a | k- 10* Minuten | a | k- 10* 
0 7,500 | — 0 7,50 se 
15 529 | 81 15 4,98 85 
25 3,69 84 25 3,57 88 
35 2,57 85 35 2,34 91 
4) 2,13 85 40 1,80 93 
a0 — 2,40 _ oo — 2,40 — 
| Trockensubstanz: 30,73 °/o. Trockensubstanz: 32,54 °/o. 
9 re — 
! C. 4g Asparagin im Liter Nahrloésung. 
Ohne Vorbehandlung. 20 Stunden vorbehandelt. 
Minuten a | k- 10* Minuten a a, 10* 
i 0 7,05 wa 0 7,05 we 
[ 15 5,92 37 15 5,14 66 
25 5,07 42 25 3,91 72 
35 4,39 42 35 2.66 76 
40 4,03 42 4) 2,20 80 
L — 2.95 _ L — 2,25 _ 














Trockensubstanz: 33,76 °/o. Trockensubstanz: 33,61 °/o. 
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95,5 Stunden vorbehandelt. 116 Stunden vorbehandelt. 
. ——z—z——————— 
Minuten a k- 10* 
0 | 7,50 — 0 7,50 — 
15 | 5,52 65 15 5,54 64 
25 | 4,29 68 25 4,25 69 
35 3,18 71 3d 3,21 70 
40 | 27 72 40 2,75 71 
eo) | —2,40 — oO — 2,40 a 
Trockensubstanz: 31,13 °/o. Trockensubstanz: 30,70 °/o. 


144 Stunden vorbehandelt. 















Minuten | a | k- 10* 
0 | 7,50 ‘as | 
15 | 5,33 72 \ 
: 25 | 4.05 74 
35 | 3,00 75 1 
| 40 | 2,53 76 
ere | — 2,40 — 
; 


Trockensubstanz: 31,35 °/o. 


Um einen Vergleich tiber die Enzymbildung in den 3 an- 
gewandten Nihrlésungen zu gewinnen, haben wir die erhaltenen 
Konstanten auf einen einheitlichen Trockengehalt von 30°/o 
umgerechnet und die Werte fiir 20, 100 und 150 Stunden durch 
Interpolation ermittelt und in folgender Tabelle zusammengestellt ; 
dieselbe enthalt also die so ermittelten Konstanten k - 10+. 























Vorbehandlung | Asparagin | Glykokoll | Ammoniumsulfat 
0 38 37 35 
20 70 70 69 
100 72 88 85 
150 73 88 86 
Das wesentliche Ergebnis dieser Versuche ist also, dab 
die Enzymbildung von der Natur der drei der Nahrlosung | 


zugesetzten stickstoffhaltigen Substanzen wenig ab- | 
hingig ist. | 
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Diese Versuche werden weiter ausgedehnt, besonders um 
die Beziehungen zwischen der Enzymbildung und der Bildung 
des Plasmaeiweifes') aufzuklaren. 

Bei allen drei Serien nahm das Maximum der Invertase- 
wirkung einen ziemlich geringen Wert an und wurde schnell, 
etwa in 100 Stunden, erreicht. Bei langer fortgesetzten Ver- 
suchen machte sich nach 150—200Ostiindiger Vorbehandlung 
die Tendenz zu abermaliger Abnahme der Konstanten geltend. 

Dieser Verlauf der Inversionskonstanten legte die Ver- 
mutung nahe, dai die Hefenmenge wahrend der Vorbehandlung 
in aihnlicher Weise variieren wiirde, daf also die anfingliche 
Zunahme nach einiger Zeit aufhéren wiirde, und daB hierauf 
etwa das Absterben der Zellen die Neubildung iiberwiegen wiirde. 

Die Vorbehandlung geschah also mit ungefiihr je 5g abge- 
preBter Hefe ganz wie beim vorigen Versuch, nur wurde jetzt die 
Hefe nach gewissen Zeiten quantitativ abfiltriert, einmal mit kaltem 
Wasser gewaschen, abgepreBt und bis zur Gewichtskonstanz bei 
90° getrocknet. Dabei wurden die folgenden Zahlen erhalten: 











Ammoniumsulfat | Glykokoll Asparagin 





Ohne Vorbehandl.1,7530 Ohne Vorbehandl. 1,8380 | Ohne Vorbehandl. 1,6910 
Nach 6,5 Std. 1,6485 | Nach 6 Std. 1,8336 | Nach 5 Std. 1,7400 
>» 445 » 1,4600| » 24 » 1,6695 » 24 » 1,6470 

» 69,5 » 1445 » 47 » 1,5670 » 47,5 » 1,5570 

» 94,25 » 1,4140 » 72 » 1,5310 >» 70 » 1,5350 

> 117,55 >» 1,3610| » 95 » 1,4380| >» 117,5 »  1,4980 
Entgegen der Erwartung zeigte sich, dai die Hefemenge 

in allen 3 Serien von Beginn des Versuches an abnahm, obwohl 
sich die Hefe in einer fiir die Entwicklung geeigneten Lésung 
allerdings in ziemlich groBer Menge befand. Die Hefe muB in 
dieser Zeit einen Teil ihrer eigenen Substanz verbraucht haben, 
es liegt also entweder ein Verbrauch der eigenen Kohlenhydrate 


der Zellen oder Autolyse vor. Um hieriiber eine Entscheidung 








1) Uber die Einfliisse des Nahrsubstrates auf die Bildung des Plasma- 
elweifes bei Hefen und Schimmelpilzen hat F. Ehrlich neuerdings eine 
interessante Untersuchung verdffentlicht. (Biochem. Zeitschr., Bd. 36, 
S. 488; 1912.) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIX. 19 








oes mM 46: 


Nt en 
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zu gewinnen, wurde die Anderung des Stickstoffgehaltes ver- 
folgt, welche unter den erwéhnten Versuchsbedingungen eintrat. 

Diese Stickstoffbestimmungen wurden nach der Methode 
von Kjeldahl ausgefiihrt. Wie bei den vorhergehenden Ver- 
suchen wurden jedesmal ca. 5 g abgeprefite Hefe in 250 ccm 
Nihrlésung aufgeschlemmt, die Ammoniumsulfat als Stickstoff- 
komponente enthielt. Nach dem Abfiltrieren wurde die Hefe 
bis zum Verschwinden der Schwefelsdurereaktion ausgewaschen. 








Vorbehandlung Stickstoffgehalt der Trockenhefe 
in °/o 
Sofort abfiltriert 9,09 
5 Stunden 9.32 
21 » 9.46 
46,5 > 9.68 
69,5 > 9,99 
7% 9,97 





Wiahrend also bei der beschriebenen Behandlung die 
Gesamtsubstanz der Hefe abnimmt, wachst der prozentische 
Stickstoffgehalt. Allerdings betragt die Zunahme des Stickstoff- 
gehaltes nur etwa 10°/o, wahrend der gesamte Substanzverlust 
der Hefe etwa 20°/o ausmacht. 

Man wird also den SchlufB ziehen, da die Hefe sowohl 
Eiweif als Kohlenhydrate verloren hat. Ob unter dhnlichen 
Verhiiltnissen ein derartiger Substanzverlust der Hefe beobachtet 
wurde, ist uns nicht bekannt. Meist wurde die Autolyse in 
Wasser unter Zusatz von antiseptischen Mitteln, speziell Chloro- 
form studiert (Salkowski’)). Nach Effront?) verlaufen die 
Vorgainge der in Wasser suspendierten Hefe verschieden, je 
nachdem die Hefe in reinem oder in alkoholhaltigem Wasser 
sich befindet; in letzterem Medium soll hauptséchlich EiweiB- 
selbstverdauung eintreten. Was bei obigen Versuchen auffallt, 
ist der Umstand, da& gleichzeitig eine Vergroferung der Invertase-. 
wirkung, eine Abnahme der Gesamtsubstanz und eine Zunahme 
des Stickstoffs eintritt, Veranderungen, welche in folgender 
Tabelle zusammengestellt sind. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 13, S. 506, 1889. 
*) Bull. Soc. Chim. (3), Bd. 33, S. 847, 1905. 
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ae 











Vorbehandlung | Vergroferung der | Abnahme der | Zunahme des 
Invertasewirkung | Gesamtsubstanz | Stickstoffgehalts 

in Std. 919 Jo | Fy 

. 40 5 | 25 

40 | 120 16 | 55 

90 135 20) | 8.8 





Die weitere Verfolgung dieser Erscheinung liegt zunichst 
nicht im Bereiche dieser Untersuchung. Es eriibrigt also nur 
noch, darauf hinzuweisen, daB die Abnahme der Gesamtsubstanz 
und die Zunahme des Stickstoffgehaltes vor und wahrend der 
Hauptgarung eintritt. Allerdings war dies nur bei den Versuchen 
mit Ammoniumsulfat der Fall. Bestand die Stickstoffquelle aus 
Glykokoll, so war innerhalb sechs Stunden die Abnahme sehr 
gering, bei Asparagin trat eine Zunahme ein. 

Bei der anderen Versuchsreihe, welche den EinfluB der 
Stickstoffkomponente auf die Enzymbildung betraf, befanden 
sich stets 5 g abgeprefite Hefe in der doppelten Menge Nahr- 
ldsung, also in 500 ccm. 

Versuchsreihe 4. 


Hier ist zuniichst zu erwéhnen, dal die Versuchsreihe 2 
fortgesetzt wurde, allerdings nur mit 5 g Hefe. Nach 69stiin- 
diger Vorbehandlung wurde der Inhalt eines Kolbens abfiltriert, 
auf Ton abgeprefit und in 500 ccm frische Niéhrlésung ein- 
getragen. In der neuen LOsung verblieb die Hefe noch 50 Stunden. 

69 -+- 50 Stunden vorbehandelt. 


na ae 














Minuten | a | k- 10* 
0 | 7,22 _ 
15 | 3,67 135 
25 | 2.03 137 
35 | 0,73 142 
4 | 0,12 148 
00 | — 2,31 _— 





Trockensubstanz: 33,76 °/o. 


Aus der Tabelle Seite 278 geht hervor, dali die maximale 


Konstante, die beim Verbleiben der Hefe in ein und derselben 
19* 
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Nihrlésung erreicht wurde, 98 betrug; hier zeigt sich, dab 
durch Uberfiihrung der Hefe in eine zweite Lésung dieser Wert 
bedeutend tiberschritten wird; er betraigt, reduziert auf Trocken- 
gewicht, 30°/o, k-10* = 136. 

Die logarithmische Kurve der Enzymbildung wurde in 
einer friiheren Mitteilung in der Weise theoretisch abgeleitet, 
daf angenommen wurde, die Geschwindigkeit der Enzymbildung 
sei in jedem Moment proportional mit der Differenz A —x 
zwischen dem bereits erreichten Enzymgehalt x und dem unter 
den betreffenden Umstinden tiberhaupt erreichbaren Enzym- 
gehalt A. Es muf hier also besonders betont werden, dafi der 
in einer gewissen Nihrlésung in maximo erreichbare Enzym- 
gehalt A unter anderen Umstanden weit iiberschritten werden 
kann. Dem Studium dieses Grenzwertes A, welcher offenbar 
von zahlreichen Faktoren abhiingig ist, galten unsere nachsten 


Versuche. 
Versuchsreihe BD. 


4 g¢ Ammoniumsulfat im Liter Nahrlésung. 
































Ohne Vorbehandlung. 23 Stunden vorbehandelt. 
——— 
Minuten | a | k-40# Minuten a k- 10 
0 782 | — 0 7,32 _ 
15 6,02 | 42 15 5,38 65 
25 5,20 43 25 4,02 73 
35 4,39 45 35 2,97 74 
40 3,87 48 40 2.47 76 
oe) —234 | — ee — 2,34 aoa 
Trockensubstanz: 30,12 °/o. Trockensubstanz: 30,00 °/o. 
48 Stunden vorbehandelt. 72 Stunden vorbehandelt. 
—————LLLL EE 
Minuten | a | k+108 Minuten | a k- 10# 
0 7,32) — 0 7,32 we 
15 512 | 7% 15 4,60 96 
25 3,56 | 86 25 3,03 | 102 
35 | 238 | 89 35 1,84 | 104 
4 | 178 | 98 40 125 | 107 
os | —<e | 20 — 234 _ 








Trockensubstanz: 29,39 %/o. Trockensubstanz: 30,40 °/o. 
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118 Stunden vorbehandelt. 

















Minuten | a | k - 10° 
0 | 7,32 | _ 
15 | 4,26 | 110 
25 | 2.50 | 120 
35 | 1,21 | 124 
40 | 0,60 | 129 
x | — 2,34 | — 


Der Inhalt eines Kolbens wurde nach 71stiindiger Vor- 
behandlung abfiltriert, auf Ton abgepreft und in 500 ccm frische 
Nahrlésung eingetragen. In der neuen Losung verblieb die 
Hefe dann noch 50 Stunden. 


71 + 50 Stunden vorbehandelt. 








——————EE 
Minuten | a k- 10* 

0 | 7,32 wiih 

15 4,00 122 

25 2,28 128 

35 1,05 130 

4 0,40 137 

oO — 2,34 — 

Trockensubstanz: 30,21 °/o. 























Stellt man die auf den Trocken- uA 
gehalt 30°/o reduzierten Konstan- a0; > 
ten dieser Serie zusammen, so zeigt 
sich nun ein anderer Verlauf der 
Enzymbildung wie friiher. Wie die 
nebenstehende Figur 2 zeigt, ver- 
lauft die Enzymbildung in einer 
gestreckteren Kurve und _strebt 
weniger ausgeprigt einem Endwert 
zu. Der Zuwachs an Enzym ist 

bedeutend grofer. Dieser Verlauf errs. Sam. ah, 
ist — wenigstens bei unserer Rasse 









i 
| 





&_ 





Loversionskanstanten K 10 


_ &§ 
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— fiir junge Hefezellen charakteristisch. Junge Hefezellen be- 
sitzen hiernach einen viel héheren Grad von Enzymbildungs- 
vermOgen als dltere. Dabei spielen natiirlich die Umstinde, 
unter welchen sich die Hefe entwickelt hat, eine grofe Rolle. 
Welche Substanzen hierbei besonders wirksam sind, bleibt 
erst noch festzustellen. 


Versuchsreihe 6. 


Der gleiche Verlauf der Enzymbildung zeigt sich in fol- 
gendem Versuch, welcher ebenfalls mit junger Hefe angestellt 
ist, unter dhnlichen Bedingungen wie der vorige. 


A. 4g Ammoniumsulfat im Liter Néhrlésung. 












































Ohne Vorbehandlung. 24,5 Stunden vorbehandelt. 
Minuten | a | k- 10* Minuten OL k- 10° 
0 7,30 _ 0 7,30 — 

15 6,29 32 15 5,15 73 
25 5,57 34 25 3,60 84 
35 4,94 35 35 2,50 86 
4 4,52 37 40 1,78 92 
we — 2.34 — ee — 2,34 - 
Trockensubstanz: 31,09 °/o. Trockensubstanz: 29,74 %/o. 
93 Stunden vorbehandelt. 193 Stunden vorbehandelt. 
Minuten | a k- 104 Minuten a k- 104 
0 | 6852 oe 0 7,47 we 
15 2.69 171 15 2,21 221 
25 0,87 185 25 — 0,08 252 
35 — 0,17 186 35 — 1,16 258 
MM) — 0,58 189 40 — 1,60 267 
op — 2,09 _ oe — 2,39 — 














Trockensubstanz: 37,57 °/o. Trockensubstanz: 40,87 °/o. 
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Dieser Versuch ist durch die Kurve A der Figur 3 graphisch 
dargestellt. Die Inversionskonstanten sind auf einen Trocken- 
gehalt von 30°/o reduziert. 


Versuchsreihe 7. 


In der Figur 2 ist die Enzymbildung in einer bereits vor- 
behandelten Hefe nur durch einen einzigen Punkt festgelegt. 
Wir haben uns veranlaft gesehen, die Kurve der in neue Lésung 
iibergefiihrten Hefe weiter zu verfolgen. Die Versuchsanordnung 
war dieselbe wie in voriger Serie, die Stickstoffkomponente 
der Nahrlésung bestand in Asparagin, und zwar 4 g per Liter. 
































Ohne Vorbehandlung. 45 Stunden vorbehandelt. 
Minuten a | k + 10* Minuten | aL | k-10* 
0 7,30 ad o | 7395 | — 

15 6,29 32 15 | 5,04 79 
25 5,57 | = 34 2 | 359 85 
35 49% | 35 35 | 251 | 86 
40 4,52 | 37 40 | 1,95 88 
20 «Se | e | -aa8 | + 
Trockensubstanz: 31,09 °/o. Trockensubstanz: 27,70 %/o. 
72,5 Stunden vorbehandelt. 165,5 Stunden vorbehandelt. 
———————————— EEE 
Minuten a | k- 10* Minuten | a | k- 10* 
0 743 |  — 0 | es | — 
15 4,42 | 106 15 2.89 157 
25 280 | 111 2 (| 1,21 166 
35 1,56 | 113 35 | 0,10 | 170 
40 1,01 | 115 0 | —o4t | 178 
oa) — 2,38 | -- x | — 2,06 | -— 
Trockensubstanz: 28,91 °o. Trockensubstanz: 29,64 °/o. 


Nach 45stiindiger Vorbehandlung wurde der Inhalt von 
3 Kolben — jeder 5 g Hefe auf 500 ccm Nahrlésung enthaltend — 
abfiltriert und die Hefe auf 500 ccm frische Niahrlésung iiber- 
tragen. Nach weiteren 21,5 bezw. 48 und 144 Stunden Vor- 
behandlung wurde die Hefe untersucht. 
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Vorbehandelt 45 +- 21,5 Stunden. Vorbehandelt 45 +- 48 Stunden. 
Minuten | a | k-108 Minuten a k- 10 
0 | 7,38 - 0 6,44 a 
15 | 3,89 128 15 2,68 169 
25 | 1,78 148 25 0,83 187 
35 | 0,50 153 35 — 0,27 193 
40 | — 0,03 155 40 — 0,81 208 
o | —236 ~ x — 2,06 ns 
Trockensubstanz: 32,36 °/o. Trockensubstanz: 32,44 °/o. 
_2  Vorbehandelt 45 +- 144 Std. 
20;— G 
er Minuten | a k- 104 
a | A 0 7,37| — 
| | ry 15 2.65 192 
| J Pai 25 0,32 | 224 
180 J. 
f 4 35 | —0,83| 230 
/ 
J b A 40 | —1,25| 235 
“ 00 — 2,36 -— 
/ | Trockensubstanz: 29,76 %o. 





F ky Der Verlauf der auf 
Ka 30°/o Trockengewicht re- 
_ duzierten Konstanten ist in 
_ Figur 3 durch die Kurve B 
1 | bezw. b dargestellt. Es c 
Fig 3 | | geht aus dieser Kurve noch 
| ' deutlicher hervor, was be- 
| reits Figur 2 erkennen lief, 
da8 durch die Erneuerung 
der Na&ahrlésung eine ge- 
steigerte Enzymbildung 
eintritt. Der Grund dieser 
Erscheinung kann zuniachst 
darin gesucht werden, daB : 
die Reaktionsprodukte der Hefe die Enzymbildung verzogern. fi 
Indessen kann ein solcher Schlu8 aus unseren Versuchen noch 




































Inversionskonstanten K 1% 
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nicht mit Bestimmtheit gezogen werden. Es ist namlich noch 
ein Umstand, der mit dem Wechsel der Niahrlésung verbunden 
ist, in Betracht zu ziehen. 

Uber die Berechnung des Verlaufs der Enzymbildung ist 
noch folgendes hinzuzufiigen: Bei der Ableitung der Formeln 
erster Ordnung fiir die Enzymbildung ist die stillschweigende 
Voraussetzung gemacht, daB das Medium wihrend der Dauer 
der Vorbehandlung unverdndert bleibt. Dies war nun tatsachlich 
bei unseren Versuchen nicht der Fall, denn im Anfang der 
Vorbehandlung tritt eine Giérung ein, so dai gegen Ende der 
Vorbehandlung einerseits der Zucker verschwunden ist, ander- 
seits die L6sungen eine gewisse Menge Alkohol enthalten miissen. 
Es ist nun von vornherein nicht unwahrscheinlich, daB die 
Enzymbildung mit der Girung zeitlich verkniipft ist, und die 
Annahme liegt nahe, daB gerade wihrend der Girung eine 
gesteigerte Enzymbildung stattfindet. Wirklich deuten auch 
einige Kurven darauf hin, so z. B. diejenige der Figur 1, wo der 
hauptsichliche Zuwachs an Invertase in den ersten 20 Stunden 
der Vorbehandlung eintritt. Auch in Figur 4 kénnte man die 
Kurve a in zwei Abschnitte teilen, etwa bis zur Vorbehandlungs- 
zeit 30 Stunden und einen zweiten Teil von 30—140 Stunden. 
Wir haben einige Versuche angestellt, um zu sehen, in welcher 
Periode die Vergiérung des Zuckers unter den Bedingungen der 
Vorbehandlung stattfindet. 

Die folgenden Versuche beziehen sich auf 5 g abgeprebte 
Hefe in 500 ccm Niahrlésung. 

















Versuch 1 Versuch 2 
Giarungszeit CO, Garungszeit | i CO, 7 

in Std. in g in Sid. in g 
4 0,45 4 0,50 

20 3,05 20 3,20 

24 3,25 24 3,45 

28 3,45 28 3,50 

44 3,60 











Die Tabelle zeigt, da& in etwa 24 Stunden die Girung 
so gut wie beendet war, nach 30 Stunden wurde Fehlingsche 
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Lisung nicht mehr reduziert. Der zweite Teil der Kurven der 

Figuren 1 und 4 entspricht tatsaéchlich auch etwa dem Enzym- 
zuwachs, welcher in zuckerfreier Néhrlésung gefunden wurde 

(Fig. 6). Indessen ist zu bemerken, da’ in Figur 2 und 3 die | 
Girungsperiode nicht oder nur sehr unscharf zum Ausdruck 
kommt. Streng genommen miifte der Verlauf der Enzymbildung 

in einem Medium von konstanter Zusammensetzung und kon- 

stantem Zuckergehalt studiert werden. 


Versuchsreihe 8. 


Es war natiirlich von Interesse, zu ermitteln, wie lange 
bei mehrmaliger Uberfiihrung der Hefe in neue Nahrlésung eine 
weitere Steigerung des Enzymgehaltes stattfindet. Dariiber 
geben die folgenden Messungen AufschluB. 
























































Ohne Vorbehandlung. 46 Stunden vorbehandelt. 
Minuten a | k- 108 Minuten a k- 104 
0 | 884 _ 0 7,94 me 
15 | 7,87 25 15 5,60 73 
2 | 717 27 25 415 78 
35 | 6,58 27 35 2,76 84 
40 | 613 | 29 40 2,15 87 
o | ——e | — os ~~ 2.54 a 
Trockensubstanz: 29,43 °/o. Trockensubstanz: 26,92 °/o. 
72 Stunden vorbehandelt. 142 Stunden vorbehandelt. | 
EEE a | ——————— EEE 
Minuten | a k- 108 Minuten | a k- 108 
°° | ee) =~ 0 7,90 _ 
15 | 5,07 93 17 3,89 124 
2 | 3,48 96 25 2,41 130 
35 | 1,99 | 104 35 0,96 | 136 
4 | = 1,45 | 105 40 0,26 143 
wo 4d ae) ome 20 — 2.58 a“ 
Trockensubstanz: 30,76 %/o. Trockensubstanz: 35,94 °/o. 


Nach 46 stiindiger Vorbehandlung wurde ein Teil der Hefe 
abfiltriert, auf Ton gepreBt und in neue Nahrlésung tibertragen 
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(je 5 g abgeprefite Hefe auf 500 ccm Lésung). Es folgen die 
unter dieser Serie b angestellten Messungen. 


46 -+- 49 Stunden vorbehandelt. 46 -+- 98 Stunden vorbehandelt. 














| 














Minuten | a k- 104 Minuten | a | ik- 408 
0 7,90 an 0 | 7,90 in 
15 4,57 | 111 15 | 3897 137 
25 2.82 116 % | 218 140 
35 1,14 129 35 (0,46 155 
40 0,32 | 141 40 | —0,16 161 
20 —253 | — o | —253 — 
Trockensubstanz: 33,33 °/o. Trockensubstanz: 34,56 °/o. 


Von der Serie b wurde nach 49 stiindiger Vorbehandlung 
ein Teil abfiltriert, gepreBt, gewogen und in eine dritte Niahr- 
losung tibertragen, welche wiederum die gleiche Zusammen- 
setzung besaf. Die Serie c wurde nach weiteren 72 und 
119 Stunden unterbrochen. 
































46 +- 49 ++ 72 Stunden 46 -+ 49 + 119 Stunden 
vorbehandelt. vorbehandelt. 
Minuten a | k- 10 Minuten | a k- 10 
0 762 | — 0 | 7,50 - 

15 3,26 | 162 15 3,26 162 
25 1,22 | 175 25 1,34 169 
35 —014 | 183 35 40,06 | 173 
40 —0,60 | 185 40 — 0,58 179 
oe | —ae f = x — 2,40 - 
Trockensubstanz: 41,95 °%o. Trockensubstanz: 37,52 °/o. 


Die auf den Trockengehalt 30°/o reduzierten Konstanten 
der 3 Serien findet man in der Figur 4. 

Zu diesem Versuch war eine etwas iiltere Hefe als zu 
dem in Figur 3 dargestellten Versuch angewandt worden, so 
daf der gesamte Enzymzuwachs nicht so stark wie friher ge- 
funden wurde. Immerhin hatte eine einmalige Uberfiihrung der 
Hefe in neue Nahrldsung eine Steigerung des Enzymgehaltes 
zur Folge. Eine nochmalige Uberfiihrung in neue Lésung hatte, 











294 Hans Euler und Hermann Meyer, 


wie aus der Figur er- 
— sichtlich, keinen Effekt 


C 
| > ga mehr, denn die Kurven b 


| | Pal und c fallen fast voll- 
Oe standig zusammen. 
one Weitere Versuche mit 
jiingerer Hefe sind na- 
tiirlich erforderlich; 
Fig &. immerhin zeigt es sich, 
daf bei der Kultur in 
einer gewissen Niahr- 
lésung ein absolutes 
Maximum des Enzym- 
gehaltes ziemlich bald 
, wetonnniiens —_ = erreichbar ist. Es ist 
. noch hervorzuheben, 
daB bei diesen letzten Versuchen der Betrag der Enzym- 
anreicherung recht erheblich war; in Figur 3 wird ersichtlich, 
daB die Invertasewirkung im Verhiltnis 1: 7,5 wuchs; beim 
letzten Versuch (Fig. 4) betrug der Zuwachs etwa 500°/o. 


Versuchsreihe 9. 

Nachdem es sich gezeigt hatte, daB die Natur der Stickstoff- 
komponente der Nahrldsung nicht von wesentlicher Bedeutung 
fiir die GréBe der Enzymbildung ist, war zu fragen, ob Hefe 
nicht in reiner Zuckerlésung ihren Invertasegehalt erhéhen kann. 

Es wurden also je 5 g Hefe in 500 ccm Rohrzucker bezw. 


Glukoselisung von 2°/o Gehalt vorbehandelt. 
Ohne Vorbehandlung. 
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Inversionskonstanten K 10% 
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Minuten a k- 10* 
0 7,47 — 
15 6,56 28 
25 5,62 36 
35 4,85 38 
40 4,48 39 
© — 2,39 — 





Trockensubstanz: 29,93 °/o. 
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Rohrzucker. Glukose. 

22 Stunden vorbehandelt. 24 Stunden vorbehandelt. 
————————————————————— Ft 
Minuten a | k-10 Minuten a | k-108 
0 747 | — 0 747 | — 

17 513 | 69 15 5,60 | 61 
25 4,05 | 74 25 4,55 61 
35 283 | 79 35 3,20 70 
40 203 | 82 40 2.65 73 
Ps —2 i =< 20 — 2.39 = 
Trockensubstanz: 37,81 °/o. Trockensubstanz: 40,76 °/o. 
46 Stunden vorbehandelt. 48 Stunden vorbehandelt. 

——————— 
Minuten a | k-40* Minuten a k- 10! 
0 7 | — 0 | = 
15 5,00 84 15 5,04 83 
25 3,65 85 25 3,63 86 
35 2,37 90 35 2,39 90 
4) 1,61 98 4) 1,74 95 
re) —239 | — oc — 2,40 -- 
Trockensubstanz: 35,21 °/o. Trockensubstanz: 37,71 Jo. 
72 Stunden vorbehandelt. 70 Stunden vorbehandelt. 
Ft 
Minuten a | k-104 Minuten a k- 104 
0 7,93 | — 0 7,93 al 
15 4,92 98 15 5,50 76 
25 3,30 101 28 3,66 81 
35 1,91 106 35 2,72 85 
40) 0,98 115 40 2,03 90 
re —254 | — oo — 2,54 -- 
Trockensubstanz: 35,26 %/o. Trockensubstanz: 33,08 °/o. 





Die reduzierten Konstanten findet man wiederum in zwei 
Kurven (Fig. 5), aus welchen ersichtlich wird, daB die Vor- 
behandlung mit Rohrzucker eine etwas gréfere Vermehrung 
der Invertasewirkung veranlaBt, als die Vorbehandlung mit 
Glukose. Dabei ist allerdings zu betonen, daf die mit Rohr- 
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zucker hergestellte L6sung schon 























"| hg 5. 4. mach einem kleinen Bruchteil 
Reine Zuckerlosung a _ der Vorbehandlungszeit nur In- 
2 8: ’ oe 
= we’ | _ vertzucker enthalten haben kann, 
3 | _+°~ | dajadie Inversion durch lebende 
a ee oe Zn + Hefe auBerordentlich schnell vor 
S| | fe sich geht. 
i fie — t+} Auffallend ist, da® in Ab- 
E | 4 ; wesenheit von stickstoffhaltigen 
ee i a oe s| Substanzen in der Vorbehand- 
y i fee r- fg lungslésung immerhin eine In- 
Jirbalenitimguoatt te dundee . vertasevermehrung von mehr 
als 100°/o eintritt. 
Versuchsreihe 10. 
‘in a - 7 SchlieBlich wurde fest- 
| Ig 6. | _— | gestellt, welchen Einflu8 die 
y_Nattlesung ohne Zuck L— | |__| von uns angewandte Nahr- 


losung auf die Invertase- 
| bildung besitzt, wenn kein 
te Zucker darin enthalten ist. 
| 
| 











Alle Versuchsbedingungen 
2s 50-75 to 7, sind wie friiher angegeben. 

Vorbehandlungszeit in Stunden Das Ergebnis der nach- 
stehenden Tabelle ist, daf ohne Zucker die Invertasebildung 
langsamer, bezw. in viel geringerem Grade vor sich geht (vgl. 
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Fig. 6). 
Nihrlésung mit 4 g Asparagin im Liter; ohne Zucker. 
Ohne Vorbehandlung. 22 Stunden vorbehandelt. 
Minuten | a | k - 104 Minuten | a | k- 10* 
o | ae) = 0 8,90 | — 
16 | 7,85 | 23 15 7,88 | 26 
2 | 7,97 | 24 25 7,10 29 
35 6,58 | 26 35 6,45 29 
40 | 628 | 6 40 6,06 30 
x | —281 = x — 2.85 








Trockensubstanz: 31,50 °/o. Trockensubstanz: 29,55 °/o. 
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45,5 Stunden vorbehandelt. 118 Stunden vorbehandelt. 
= i ——— 
Minuten | a k - 10* Minuten | a  k- 108 
0 884 | — 0 7,92 |) — 
15 7,69 30 15 | 6,70 36 
25 6,83 | 33 2 | 587 | 38 
35 6,04 | 34 35 | 505 | 40 
Qo 5,62 | 38 4O | 463 | 41 
_ | —e@ |} = en) — Ried ce 
Trockensubstanz: 29,56 °/o. Trockensubstanz: 27,56 °%/o. 


Die hier beschriebene Erscheinung unterscheidet sich 
wesentlich von dem anderen der beiden quantitativ studierten 
Falle von Enzymbildung, namlich dem Auftreten von Galaktase 
in Hefen. In letzierem Falle war es niimlich notwendig, die 
Hefe in einer Galaktose enthaltenden Lésung zu kultivieren und 
es rief also das Substrat die Bildung des spezifischen Enzymes 
hervor. 

Dagegen findet bei der Vermehrung der Invertasewirkung 
durch Lindnersche Niéhrlésung eine Zunahme des Enzymge- 
haltes auch statt, wenn die Vorbehandlung mit einer Nahrlésung 
geschieht, welche nicht den der Invertase entsprechenden Zucker, 
also Rohrzucker, sondern an dessen Stelle ein Spaltprodukt 
desselben, Glukose, enthalt. 

Schon hierin liegt eine grofe Differenz. Die in der vor- 
liegenden Arbeit studierte Vermehrung der Enzymwirkung wird 
ferner durch folgende Tatsachen charakterisiert: 

Wird Hefe durch eine Nahrlésung, wie die in obigen Ver- 
suchen angewandte, vorbehandelt, so tritt nicht nur die Ver- 
stairkung der Invertasewirkung ein, die durch unsere Messungen 
nunmehr quantitativ bestimmt ist, sondern gleichzeitig vergroBert 
sich die Wirkung der Hefe gegeniiber einer RKeihe von anderen 
Substraten. Nach Versuchen, welche der eine von uns vor 
einiger Zeit ausgefiihrt hat, nimmt bei der Vorbehandlung 
in asparaginhaltiger Nahrlésung nicht nur die Inver- 
tasewirkung zu, sondern gleichzeitig die Fahigkeit, 
Kohlenhydratphosphorséureester zu synthetisieren, 
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die Geschwindigkeit, Glukose zu vergdaren, und die Ge- 
schwindigkeit, Nucleinsaéuren zu spalten. Es braucht 
kaum betont zu werden, daf die prozentische Zunahme der 
betreffenden Enzymwirkungen sehr ungleich ausfiel. Diese Tat- 
sachen kénnen kaum anders gedeutet werden, als da durch 
die Vorbehandlung eine allgemeine Erhéhung bezw. 
eine Beschleunigung der vitalen Prozesse hervorge- 
rufen wird. 

Im Anschlu8 hieran sei noch kurz eine Gruppe von Tat- 
sachen erwihnt, auf welche wir bald eingehender zuriickkommen, 
da sie mit der Erscheinung der Enzymbildung aufs engste ver- 
kniipft ist. 

Protoplasmagifte rufen bekanntlich, wenn sie in geringen 
Quantitéten zu Hefensuspensionen zugesetzt werden, eine Reiz- 
wirkung hervor, welche eine erhdhte allgemeine enzymatische 
Tatigkeit der Zellen zur Folge hat. Wird eine gewisse Kon- 
zentration iiberschritten, so tritt im Gegenteil eine Hemmung 
der normalen Enzymwirkungen ein, und es ist somit mdglich, 
die gréBte Konzentration festzustellen, welche von der Hefe 
ohne Hemmung oder Verzogerung ihrer normalen Funktionen 
ertragen wird. Diese Konzentration ist der quantitative Ausdruck 
fiir die Widerstandsfihigkeit der Hefe gegen einen Fremdstoff. 

Zur Messung dieser Konzentrationen kann man gewisse 
enzymatische Reaktionen verfolgen; indessen eignen sich hierzu 
nicht alle Enzyme, sondern nur diejenigen, welche mit dem 
Protoplasma verbunden sind (vgl. Euler und af Ugglas, Diese 
Zeitschr., Bd. 70, S. 279, 1911, sowie Kullberg, ebenda, Bd. 73, 
S. 85, 1911). In den meisten Fallen wird man die Giarung zur 
Messung verwenden, wie wir dies getan haben. Anderseits 
erhalt man einen Wert fiir die Toleranz Fremdkorpern gegen- 
iiber, wenn man die Vermehrung der Zellen quantitativ verfolgt. 
Die so gewonnenen Werte stimmen nur der Gréfenordnung 
nach miteinander tiberein. In welchem Umfang im allgemeinen die 
beiden Methoden tibereinstimmende Werte liefern, konnte noch 
nicht festgestellt werden. Offenbar sind derartige Versuche fiir 
das ganze Problem der Enzymbildung von erheblicher Be- 


deutung. 
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Es hat sich nun gezeigt, daB die so gemessene Wider- 
standsfahigkeit der Hefe durch Vorbehandlung mit Lindnerscher 
Nahrlésung sehr bedeutend gesteigert werden kann, ohne daf 
eine erhebliche Vermehrung der Zellenzahl eintritt; nach den 
vorlaufigen Versuchen des einen von uns wird von der nach 
obiger Methode vorbehandelten Hefe die doppelte Menge Fluor- 
natrium ertragen. Diese Menge kann dann durch weitere Vor- 
behandlung mit Fluornatrium noch gesteigert werden, wie Effront 
gezeigt hat, welchem man sehr wichtige Beobachtungen auf 
diesem Gebiet verdankt. (Effront, Die Diastasen. Deutsch von 
Biicheler, Leipzig, 1900.) 

Welche chemischen Reaktionen der Mikroorganismen fiir 
die Gifttoleranz in Betracht kommen, ist einstweilen noch nicht 
klar. Jedenfalls darf man annehmen, da’ die Geschwindigkeit, 
mit welcher die Zelle Fremdstoffe zu zerstéren vermag, der 
ausschlaggebende Faktor ist; es ist also die Gruppe der den 
betreffenden Fremdstoff spaltenden und oxydierenden Enzyme, 
welche in Betracht kommt, und man wird also den Schluf 
ziehen, da auch diese Enzymgruppe durch die Vorbehandlung 
verstirkt wird. 

Man wird also kiinftig zwei Arten von Enzymbil- 
dung zu unterscheiden haben: 

1. eine spezifische Enzymbildung, welche durch 
die Gew6hnung an das betreffende Substrat hervorgerufen ist, und 

2. eine generelle Enzymbildung, fiir welche die 
Vorbehandlung mit einem spezifischen Substrat nicht erforder- 
lich ist. 

Das Material, welches uns bisher vorliegt, deutet darauf 
hin, daB die beiden Vorgaénge durchaus verschieden sind. Das 
charakteristische Merkmal der letzteren Enzymbildung scheint 
zu sein, daf unter gewissen Umstanden die Fortpflanzungs- 
fahigkeit, bezw. die Vermehrungsgeschwindigkeit der Zellen 
erhoht ist. Immerhin ist daran festzuhalten, daB die letztere 
Erscheinung wirklich eine «generelle Enzymbildung» ist, denn 
die erhéhte Lebenskraft des Protoplasmas, also die Resistenz 
Fremdstoffen gegeniiber und die vergréBerte Vermehrungsfahig- 
keit, mu8B eben als eine Steigerung der an diesen Vorgiangen 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXIX. 20 
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beteiligten Enzymwirkungen, welche wir im einzelnen noch 
nicht kennen, betrachtet werden. 

Die Untersuchung der Beziehungen zwischen Enzymbildung, 
Anpassung und auferen Lebensbedingungen von Mikroorganismen 
wird in gréBerem Umfange an anderem Material fortgesetzt. 
Die Mittel zu diesen Arbeiten verdanken wir einer Schenkung 
von Herrn Max Sievert. 
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Der Gasstoffwechsel bei extremen AuBentemperaturen in seinen 
Beziehungen zur Kérperoberflache. 
Der zeitliche Ablauf der Kohlensaureproduktion und des Sauer- 
stoffkonsums bei extremen Aufentemperaturen. 
Von 
Hans Murschhauser. 





(Aus dem Laboratorium der akademischen Kinderklinik in Diisseldorf 
(Direktor Prof. Dr. Schlo&8mann)}.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Mai 1912.) 








Der Stoffwechsel des Tieres in seiner allgemeinsten Be- 
deutung ist aufzufassen als Stoffaustausch mit der Umgebung. 
Nach dieser Definition eriibrigt sich eigentlich der Hinweis darauf, 
daf der Stoffumsatz in einem Abhingigkeitsverhaltnis zu der 
Umgebung steht. Ks war demnach zu erwarten, daf der respi- 
ratorische Stoffwechsel des Tieres durch Variationen in der Be- 
schaffenheit der atmospharischen Luft hinsichtlich ihres Sauer- 
stoffgehaltes, ihres Druckes, ihrer Temperatur und Feuchtigkeit 
beeinfluBt wiirde. 

Vor allem hatte die Frage, welchen Einflufs die Temperatur 
auf den Gasstoffwechsel ausiiben wiirde, schon friihzeitig das 
ihr gebiihrende Interesse bei den Physiologen wachgerufen. 

Die Abhingigkeit des Stoffwechsels von der Temperatur 
fand ihren Ausdruck schon darin, daB kleinere Tiere unter sonst 
gleichen Verhiltnissen bei ein und derselben AuBentemperatur 
pro Gewichtseinheit mehr Kohlenséure produzierten und mehr 
Sauerstoff konsumierten als gréfere Tiere, ohne da’ damals 
diese Beziehung erkannt worden ware. Ja, die erhaltenen Re- 
sultate verleiteten vielmehr zu dem Schlusse, dab in der Jugend 
der Umsatz lebhafter sei als im spiteren Alter. Da sich eine 
bessere Erklarung nicht finden lief, schrieb man diese Er- 
scheinung einer gewissen Beschaffenheit des Protoplasmas der 


jungen Zelle zu. 
21 
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Dieser Auffassung trat C. Bergmann in seiner Abhand- 
lung tiber die Verhiltnisse der Warmedkonomie der Tiere 
entgegen mit dem Hinweis darauf, daB kleinere Tiere im Ver- 
hiltnis zu ihrer K6rpermasse eine gréfere Oberflache haben und 
deshalb bei gleicher Aufentemperatur einen gréferen Warme- 
verlust von seiten derselben erleiden als gréBere Tiere. Daraus 
folgt aber, daf die zur Erhaltung des Wiarmegleichgewichtes 
notige Warmeproduktion beim kleineren Tiere gréBer sein mub 
als beim gréBeren Tier. Tatsachlich zeigte sich nun, als C. Berg- 
mann die friiher gewonnenen Resultate auf die Oberflachen- 
einheit berechnete, eine hinreichende Ubereinstimmung des Gas- 
stoffwechsels verschieden grofBer Tiere. 

Die von Bergmann aufgestellte Hypothese fand eine 
experimentelle Bestétigung durch Rubner.') Letzterer bewies 
durch seine Versuche an hungernden Hunden, daf die Zer- 
setzung in dem MaBe steigt, als die Oberflachenentwicklung 
zunimmt, d. h. daf fiir eine bestimmte Anzahl Quadratzentimeter 
Oberfliche eine gleiche Anzahl Warmeeinheiten abgegeben wird; 
mit anderen Worten, der Gesamtstoffwechsel hungernder Hunde 
verliuft direkt proportional der Oberfliche. Rubner kommt dabei 
zu dem Schlusse, dafi dieses Gesetz der Proportionalitaét zwischen 
Stoffwechsel und Oberflaiche nicht allein fiir den Hund gelte, 
sondern auf alle Warmbliter zu iibertragen sei, und daB auch 
die Unterschiede, welche sich zwischen jungen und alten Indi- 
viduen ergeben hatten, ausgeglichen wiirden, wenn man den 
Umsatz auf die Oberflicheneinheit umrechnete. 

Wihrend sich nun Slowtzoff?) auf Grund experimen- 
teller Forschung dieser Lehre anschloB, stie®B Rubner bei 
v. Hésslin’), Zuntz*) und Voit) auf lebhaften Widerspruch. 
Auber diesen Forschern waren es besonders noch Sondén 
und Tigerstedt,®) sowie Magnus-Levy und Falk,’) die bei 
ihren Versuchen am Menschen zu dem Resultate gelangten, 
dafi Unterschiede im Stoffumsatz auch bei Zugrundelegung der 
K6rperoberflache noch existierten und dafi der Gaswechsel im 
jugendlichen Alter auch bei Berechnung auf die Oberflichen- 
einheit gréBer sei als im Mannesalter. 

Im Gegensatze hierzu bestitigen wieder neue Befunde von 
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SchloBmann und Murschhauser§) die Rubnersche Theorie. 
Sie stellten den Gasstoffwechsel eines Saéuglings an dessen 144., 
284. und 380. Lebenstage fest und fanden in den 3 Versuchen 
vollstandige Proportionalitaét zwischen Gasstoffwechsel und Ober- 
fliche. Schlo{mann und Murschhauser’®) haben auferdem 
bei Ermittlung des Grundumsatzes gefunden, dai der Siug- 
ling pro Stunde und Quadratmeter Oberflaiche 11 g Sauerstoff 
konsumiert und 12 g Kohlensaéure produziert. Dieser Befund 
deckt sich mit dem von Atwater,'°) der die Kohlensdure- 
produktion eines 22jaéhrigen Mannes im Hungerzustande zu 
11,86 g pro Quadratmeter und Stunde feststellte. 

Eine weitere Stiitze nach beiden Richtungen hin, sowohl 
was die verschiedene Grédfe als das verschiedene Alter betrifft, 
erhielt die Rubnersche Anschauung durch Versuche, die 
H. Kettner!!) mit Meerschweinchen ausfiihrte. Die Versuche 
Kettners erstreckten sich auf Tiere jeden Alters und jeder GriBe; 
die Gewichte der untersuchten Tiere schwankten zwischen 170 
und 894 g. Die Kohlensaiureproduktion betrug pro Stunde und 
100 g beim kleinsten Tiere 129 ccm, beim gréBten 55 ccm, 
entsprechend einer Differenz von 135°/o; dagegen hielt sie sich 
bei Berechnung auf die Oberflaicheneinheit ziemlich konstant ; 
Maximum und Minimum differierten um nur 30°/o. 

Die bisher geschilderten Tatsachen beziehen sich auf Ver- 
suche, die bei mittlerer Aufentemperatur angestellt worden 
waren. Sie haben zu dem Ergebnis gefiihrt, dab der Gasstoff- 
wechsel im Hunger fiir Individuen verschiedener GréBe und ver- 
schiedenen Alters, aber einer und derselben Rasse, einen ein- 
heitlichen Wert ergibt, wenn man die Berechnung auf die Ober- 
flacheneinheit vornimmt. Diese Tatsache wurde erklart durch 
den differenten Wiarmeverlust, den Tiere verschiedener Grobe 
von seiten ihrer Oberflache erfahren, und die dadurch bedingte 
veranderte Wirmeproduktion. 

Wenn nun wirklich der differente Warmeverlust, den Tiere 
verschiedenen Gewichtes bei ein und derselben Aufentemperatur 
erleiden, die Verschiedenheit der Wirmeproduktion verursacht, 
so ist zu erwarten, daB ein und dasselbe Tier einen mit der Tem- 


peratur wechselnden Warmeverlust erfiihrt und seine Warme- 
21* 
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produktion bis zu einem gewissen Grade auf den jeweiligen Ver- 
lust einstellen wird. Jede Temperaturerniedrigung miifte darnach 
eine Vermehrung, jede Erhéhung eine Verminderung des Stoff- 
umsatzes zur Folge haben. 

Der Einflu8 der Temperatur auf den Gasstoffwechsel ist 
eine der meist umstrittenen Fragen der gesamten Stoffwechsel- 
physiologie, und sowohl beziiglich der Apparatur als der Resultate 
herrschten unter den Physiologen fortwahrende Meinungsver- 
schiedenheiten. Denn wihrend der eine Teil der Forscher einen 
deutlich erkennbaren EinfluB konstatieren konnte, spricht der 
andere Teil der AuBentemperatur jedwede Beziehung zum Stoff- 
wechsel ab. Der schroffe Gegensatz zwischen den bisherigen 
Befunden deutet schon darauf hin, daf nur ein tiefes Eindringen 
in alle Details friiherer Arbeiten AufschluB tiber die Ursache 
der vorliegenden Widerspriiche zu bringen vermag. 

Zunichst laBt sich nicht in Abrede stellen, daB bei den 
iilteren Arbeiten Bedenken gegen die Apparatur und die damals 
noch recht ungenauen gasometrischen Methoden erhoben werden 
kénnen. Um so interessanter ist es, daB bereits Lavoisier?) 
als erster im Verein mit Seguin feststellen konnte, daf der 
Warmbliiter in der Kilte mehr Sauerstoff verbraucht als in 
der Wiirme. 

In Ubereinstimmung hiermit fand Vierordt'3) die Kohlen- 
siiuremenge und v. Liebig den Sauerstoffverbrauch in der Kalte 
erhoht. Liebermeister!*) konnte ein Steigen der Kohlensaure- 
produktion durch kalte Bader um das dreifache feststellen und 
Sanders-Ezn,'*) der die Temperatur zwischen 9° und 37,5° 
variierte, sah eine Abnahme der Kohlensadureausscheidung und 
der Sauerstoffaufnahme in der Warme eintreten. Allein die 
Resultate von Sanders-Ezn haben wegen nachgewiesener 
Undichtigkeiten der von ihm verwendeten Schnauzenkappen, 
sowie aus spiiter zu erdrternden Griinden an Wert eingebiiBt. 
Dagegen hat Colasanti!*) mit seinen Versuchen an Meer- 
schweinchen ein wertvolles Zahlenmaterial erbracht. Er beob- 
achtete bei einem Temperatursturz von 16,9° auf 7,3° eine 
Steigerung der Kohlensiiure um 30°/o, des Sauerstoffs um 24°/o; 
und noch stiarker waren die Ausschlage fiir einen Temperatur- 
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abfall von 21,3° auf 7,8°; die Zunahme fiir die Kohlensaure 
betrug in diesem Falle 43, fiir den Sauerstoff 45°/o. In den 
Versuchen von Finkler?”) liegen dhnliche Differenzen vor; 
er fand gegeniiber einer Temperatur von 26,2° bei 3—6° die 
Kohlenséure um 47, den Sauerstoff um 66°/o erhéht. In einer 
iiber Monate ausgedehnten Versuchsperiode hat Herzog Carl 
Theodor'!®) den Gasstoffwechsel einer Katze verfolgt und dabei 
konstatiert, dai beim Sinken der AuBentemperatur von 16,0° 
auf 5,5° eine Zunahme der Kohlenséureausscheidung und der 
Sauerstoffaufnahme um 40°/o, beim Steigen von 16° auf 30,8° 
eine Abnahme um 31°/o eintrat. Auch die Versuche von Rohrig 
und Zuntz}’) an tracheotomierten, in kaltes Wasser versenkten 
Kaninchen ergaben einen Anstieg der Kohlenséure und des 
Sauerstoffs. 

Auf Grund eigener Versuche mit Kaninchen, die mit Curare 
vergiftet waren, oder deren Riickenmark durchschnitten war, 
kommt Pfliger?°) unter gleichzeitiger Heranziehung friiherer 
Resultate zu dem Schlusse: 

1. Der Stoffwechsel steigt und fallt proportional der Tem- 
peratur im Rektum; 

2. Ist das zentrale Nervensystem unversehrt, so addiert 
sich dazu dessen Wirkung: es steigert innerhalb weiter Grenzen 
den Stoffwechsel um so energischer, je starkerer Abkiihlung 
die Oberflaiche des Tieres ausgesetzt wird; 

3. Bei extremen Rektaltemperaturen iiberkompensiert die 
Wirkung der Innentemperatur den Effekt des Nervensystems, 
so dai maximale Werte bei hoher Temperatur und minimale 
bei niedriger eintreten. 

Diesen Ergebnissen stehen eine Reihe anderer Beobach- 
tungen gegeniiber, bei denen ein Einflu8 der Temperatur auf 
die Stoffzersetzung nicht nachgewiesen werden konnte. 

So liefen die Versuche Senators?!) zwischen 21° und 
28° keine Riickwirkung der Warme auf den Stoffumsatz er- 
kennen und Speck,??) der als Abkihlungsmittel Bader von 
20—21° verwandte, vermifBte gleichfalls eine Steigerung des Um- 
satzes. Loewy?*) konnte in 36°/o seiner untersuchten Fille keine 
Anderung des Sauerstoffverbrauchs in der Kilte wahrnehmen, 
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in 16°/o trat sogar eine Verminderung ein, wahrend eine Steige- 
rung bei 47°/o zu verzeichnen war. 

SchlieBlich beobachtete Johansson*‘) in Kalteversuchen 
an sich selbst eine Verminderung des Stoffwechsels bei gleich- 
zeitigem Sinken der Innentemperatur. 

Die vier letzten Forscher, die bei ihren eigenen Ver- 
suchen im allgemeinen keine Anderung des Stoffwechsels bei 
Verainderung der Temperatur finden konnten, fiihren die Er- 
hdhung des Umsatzes, wie ihn andere in der Kalte beobachtet hatten 
und in den Fallen, wo sie selbst (Loewy) positive Ausschlage 
erhielten, auf willkiirliche oder unwillktirliche Muskelbewegungen 
zuriick. Diesen Einwand erhebt Speck*) speziell gegen die 
Versuche von Vierordt, Liebermeister und Gildemeister 
am Menschen. In der Arbeit von Sanders-Ezn, der mit ge- 
fesselten Tieren operierte, finden sich Aufzeichnungen iiber 
starke Bewegungen, tetanische Bewegungen u. dgl. Das sind 
aber Zusténde, die den Stoffwechsel so erheblich beeinflussen, 
dafi das Ergebnis der Untersuchung nur mit groBer Vorsicht 
verwertet werden darf. Bei den von Roéhrig und Zuntz 
mit aufgebundenen und tracheotomierten Tieren angestellten 
Versuchen ist nach der Ansicht von Speck die Wirkung 
der willkiirlichen Muskeltatigkeit gar nicht abzuschatzen. 
Derselbe Einwand trifft aber auch die analogen Versuche 
von Pfliiger an gefesselten Kaninchen. Die abnormen respi- 
ratorischen Quotienten, die Rdhrig und Zuntz erhielten, 
erwecken iibrigens den Verdacht einer kiinstlich veranderten 
Atemmechanik. 

Dagegen geben die mabigen Schwankungen im respira- 
torischen Quotienten in den Versuchen von Colasanti und 
Finkler an Meerschweinchen eine Gewdhr dafiir, da’ ein 
normales Atmen stattgefunden hat. Die von Speck ermittelten 
Zahlen bieten nach Rubner, wegen ihrer zu kurzen Dauer, 
keine geniigende Stiitze, um gegentiber dem reichlichen anderen 
Material eine besondere Eigenart der menschlichen Regulation 
zu begriinden. An demselben Mangel leiden aber auch die 
Versuche von Liebermeister, Gildemeister, Sanders-Ezn, 
Rohrig und Zuntz und Pfliiger. Am einwandfreiesten er- 
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scheinen mir noch die Versuche von Colasanti und Finkler. Sie 
weisen den Vorzug auf, daB sie sich tiber eine geniigend lange 
Dauer erstrecken. Dazu kommt ferner, da8 der Aufenthalt in dem 
Rezipienten den Tieren ein freies naturgemifes Atmen ermég- 
lichte, was bei Verwendung von Masken und Ventilen nie in dem 
Grade erreicht worden war. SchlieBlich deutet das ruhige Ver- 
halten der Tiere, wie Colasanti und Finkler es konstatieren 
konnten, darauf hin, daB eine Versuchsmethodik, bei der das 
Tier frei im abgesperrten Raum atmet, mehr Chancen fiir 
die Einhaltung der Muskelruhe gibt, als dies die Anwendung 
von Fesselung je erwarten lieBe. 

Wahrend nun die Gegner der Anschauung, daB die Tem- 
peratur der Luft auf den Stoffwechsel influiere, die Erhéhung 
desselben bei niedriger Temperatur auf Muskelbewegungen 
zuriickfiihren, haben sich die Vertreter derselben weit weniger 
um die Ergriindung der Ursache, als um die bloBe Feststellung 
der Tatsache bemiiht. Die urspriingliche von Lavoisier stam- 
mende Ansicht, dafi kalte Luft ihrer gréferen Dichte wegen 
eine vermehrte Oxydation im Lungenblut veranlasse, daB also 
eine Mehraufnahme von Sauerstoff auch einen Mehrverbrauch 
bedinge, wurde von den Nachfolgern Lavoisiers kritiklos 
iibernommen. v. Liebig, der anfanglich derselben Meinung 
war, fiihrte spater die gesteigerte Sauerstoffaufnahme in den 
Lungen auf die in der Kalte energischer vor sich gehenden 
Atem- und Herzbewegungen zurtick; im iibrigen beharrt auch 
er auf der Meinung Lavoisiers, daf eine Mehraufnahme auch 
einen Mehrverbrauch bedinge. Die Mehrzahl der spateren Autoren 
nahm dann unbedenklich an, daB die Kalte die Zellen des 
Organismus zu hoherer Oxydation ansporne, und selbst Pfliger 
laBt die Kalte nur als Reiz wirken. 

In einer neuen Beleuchtung erscheinen uns die Ande- 
rungen des Stoffwechsels mit der Temperatur durch den von 
Rubner ins Leben gerufenen Begriff der chemischen Warme- 
regulation. Auf Grund einer eingehenden ErschlieBung dieses 
Gebietes kam Rubner zu dem Resultate, dafi die Kohlensaure- 
bildung parallel dem Warmebedarf des Organismus gehe. Danach 
nimmt, wenn die AuSentemperatur fallt, die Warmeproduktion 
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in demselben Mae zu, als der Warmeverlust ansteigt. Durch 
diese Regulation erhalt das Tier innerhalb bestimmter Grenzen 
seine EKigentemperatur aufrecht. Die untere physiologische 
Grenze liegt nach Rubner beim Meerschweinchen bei etwa 
0° C., die obere, bei der ein Minimum des Stoffumsatzes fest- 
gestellt wurde, bei 30—35°. Zwischen diesen beiden Polen 
iindert sich die Gréfe des Stoffumsatzes mit dem Wechsel der 
AuBentemperatur durch chemische Regulation. Sinkt die Tem- 
peratur der Umgebung unter 0°, so reicht die Oxydation im 
Tierkorper nicht mehr hin, den Warmeverlust zu erganzen, und 
damit fallt nach dem Pfliigerschen Gesetze der Stoffumsatz 
proportional mit der Temperatur im Rektum. Jenseits der oberen 
Grenze, also jenseits 35°C., hat die chemische Warmeregulation 
ihr Ende gefunden; die Warmeabgabe wird dann durch ver- 
mehrte Wasserverdampfung oder durch Strahlung und Leitung, 
also nur noch durch physikalische Regulation besorgt. Das 
gelingt aber nur bis zu einem gewissen Grade, dann versagt 
auch die physikalische Warmeregulation, und der Umsatz steigt 
proportional der Innentemperatur. Damit hat die Frage der 
Abhangigkeit des Stoffwechsels von der Temperatur eine vollig 
befriedigende Erklaérung gefunden. 

Die Rubnersche Lehre fand spiter durch Karup,?’) 
Predtetschensky?’) und Falloise?%) eine Bestaétigung, nur 
daf letzterer das Minimum der Kohlensiéureausscheidung beim 
Meerschweinchen schon bei 21° C. erreicht sah. Besonders 
bestarkend fiir die Rubnerschen Anschauungen wurden die 
Versuche von Hari, *°) der an winterschlafenden Flederméusen 
bei der Einwirkung der Kialte eine Erhéhung des Stoffumsatzes 
ohne Muskelzittern konstatieren konnte. 

Nach allen diesen Feststellungen kann es keinem Zweifel 
mehr unterliegen, daf die Temperatur einen Einfluf auf den 
Stoffumsatz hat, und dab es der mit der Temperatur wech- 
selnde Wiarmeverlust ist, der die Veranderung der Warme- 
produktion bedingt. Da aber die Warmeabgabe nach Er- 
mittelungen von Helmholtz und Rosenthal,*!) Rubner??) 
und Atwater) zu ca. 84°/o auf die K6rperoberflache fallt, 
so ist in zweiter Linie fiir den Stoffumsatz im Hungerzustande 
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die K6érberoberflaiche ausschlaggebend. Nun stehen aber, wie 
durch friihere Versuche dargetan, Stoffwechsel und Ko6rper- 
oberflache bei mittlerer AuSentemperatur in direkter Propor- 
tionalitat zu einander. Nach allen Beziehungen zwischen Tem- 
peratur, Warmeverlust und Warmeproduktion erwartet man, 
da8 dieses Gesetz der Proportionalitét zwischen Stoffwechsel 
und Oberflache nicht allein bei mittlerer Temperatur zum Aus- 
druck komme, sondern sich fiir alle Temperaturgrade innerhalb 
des Bereiches der chemischen Warmeregulation Geltung ver- 
schaffen wiirde. Von dieser Annahme ausgehend, versuchte 
ich in der vorliegenden Arbeit einen weiteren Beweis fiir den 
Parallelismus zwischen Korperoberfliche und Stoffumsatz zu 
erbringen, indem ich Tiere verschiedener Gréfe bei einer 
hohen (35 °) und einer niedrigen (+-5°) Temperatur untersuchte. 
Gelingt es mir, nachzuweisen, daB bei diesen extremen Tem- 
peraturen die von den Tieren verschiedener Grove produzierten 
Kohlenséuremengen und der verbrauchte Sauerstoff auf die 
Oberflaicheneinheit berechnet einander gleich sind, so glaube ich, 
eine neue Stiitze fiir die Rubnersche Theorie erbracht zu haben. 

Diese Frage wird nicht zum ersten Male angeschnitten. 
Bereits Colasanti erwahnt gelegentlich, dafi bei niedriger 
AuBentemperatur die Kohlensaurebildung bei kleineren Tieren 
relativ stirker anwachse als bei gréferen. Dagegen erzielte 
Rubner*) in Versuchen bei 0° und 30° Werte fiir die CO,- 
Produktion, deren Konstanz fiir die Proportionalitaét zwischen 
Stoffwechsel und Oberflache spricht. Die Untersuchung war 
einmal an hungernden Meerschweinchen vorgenommen worden 
und ergab folgenden Befund: 

Gramm CO, pro qm Oberfliche 


bei 0° bei 30° Gewicht des Tieres 
1. 27,85 12,35 670 
2. 30,30 10,53 520 
3. 30,47 12,14 240 
4. 31,56 13,16 220. 


In einer zweiten Versuchsdoppelreihe untersuchte Rubner 
die Verhaltnisse der Kohlenséureproduktion bei 0° und 30° 
unter dem Einflu{8 der Ernéhrung und fand auch hier eine ge- 
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niigende, den Parallelismus zwischen Oberflache und Stoffwechsel 
bestitigende Ubereinstimmung der Kohlensaureproduktion. 

Gelegentlich des Hinweises auf diese Befunde Rubners 
sei einer interessanten Erscheinung Erwaéhnung getan. Ein Ver- 
gleich der Hunger- und Fiitterungswerte laBt erkennen, daB 
die Nahrung bei 0° keinen, bei 30° dagegen einen die CO,- 
Produktion erheblich steigernden Einflu8 ausgeiibt hat. 

Die Resultate der Fiitterungsversuche finden sich in fol- 
gender Tabelle: 

Gramm Kohlenséure pro qm Oberfliche 


bei 0° bei 30° Gewicht des Tieres 
1. 29,49 14,10 670 
2. 29,08 16,19 520 
3. 34,07 17,69 240 (360) 
4. 30,59 18,94 220 (221). 


Rubner hat auBerdem Versuche an Meerschweinchen 
angestellt, in denen er die ganze Temperaturskala zugrunde 
legte. Da in diesen Versuchen aber Angaben tiber die Be- 
ziehungen zur Oberflaéche fehlen, kommen sie fiir uns weniger 
in Betracht. Immerhin geht auch aus diesen Versuchen 
hervor, daf bei grdferen Tieren der Zuwachs an Kohlen- 
siure fiir jeden Grad Temperaturerniedrigung relativ geringer 
ist als bei kleineren Tieren. SchlieBlich haben M. und L. 
Lapique*) gefunden, daf kleine Végel bei niederen Aufen- 
temperaturen einen grdferen Umsatz auf die Oberflacheneinheit 
aufweisen, als gréfere; bei hdheren Temperaturen tritt das 
umgekehrte Verhialtnis ein. Es liegen noch eine grofe Anzahl 
von Untersuchungen tiber die Einwirkung sehr niedriger und 
sehr hoher Temperaturen auf den Stoffwechsel vor. Sie kénnen 
aber nicht in den Kreis unserer Betrachtungen gezogen werden, 
da sie Beziehungen zur Oberfliche ganzlich vernachlassigen. 


Versuchsanordnung. 


Der Einflu8B der AuBentemperatur auf den Gasstoffwechsel 
wurde bei friiheren Versuchen haufig nach Einnahme der 
Nahrung studiert. Da wir uns der Schwierigkeiten, mit denen 
eine entsprechende Dosierung der Nahrung fiir verschieden 
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groBe Tiere verbunden ist, bewuft waren, so hielten wir 
es fiir zweckmifiger, diesen stérenden Faktor tiberhaupt 
auszuschalten und unsere Meerschweinchen erst dann in Ver- 
such zu nehmen, nachdem sie 24 Stunden keine Nahrung zu 
sich genommen hatten. Vor und nach der Hungerperiode 
wurden die Tiere gewogen und dann in den Rezipienten des 
Respirationsapparates gebracht. Zur Untersuchung des Gas- 
stoffwechsels diente der von mir konstruierte, in Band 42, 
Heft 4 der Biochemischen Zeitschrift beschriebene Apparat. Hin- 
sichtlich der Einrichtung des Apparates, sowie dessen Bedienung 
muB ich auf die betreffende Abhandlung verweisen. Die Versuche 
wurden anfanglich tiber 12 Stunden, spiater iiber 10 und dann iiber 
5 Stunden ausgedehnt. Wir wahlten nur 2 verschiedene Tem- 
peraturen und zwar kam jedes Tier mindestens einmal in der 
Warme bei 35° und einmal in der Kalte bei -+- 5° C. zur 
Untersuchung. Die beiden Temperaturen stellen nach den 
oben schon gemachten Angaben anniahernd die Pole des Be- 
reiches der chemischen Warmeregulation dar. Die von Rubner 
als untere Grenze angegebene Temperatur von 0° sahen wir 
uns genotigt auf -+- 5° zu erhdhen, da in den ersten Ver- 
suchen bei 0° die Tiere starben. 

Nach dem Versuche wurden die Tiere abermals gewogen. 
Zu einem zweiten Versuche gelangten sie erst dann, nachdem 
sie ihr urspriingliches Gewicht wieder erreicht hatten. Nach 
Beendigung desselben wurde ihre Oberfliiche durch Ausmessen 
ermittelt. Zu diesem Zwecke wurden die Meerschweinchen mit 
Chloroform getétet, das geschorene und rasierte Fell abge- 
zogen, auf Papier aufgetragen und die Flache desselben mittels 
eines Polarplanimeters gemessen. 

Die wahrend des Versuches von einem Tiere ausge- 
schiedene Kohlensaure wurde in ihrer Totalitaét durch 50 °/oige 
Kalilauge absorbiert und in dieser «Endlauge» nach der Methode 
von Fresenius-Classen quantitativ bestimmt. Es braucht 
kaum besonders erwéhnt zu werden, daf die zur Absorption 
der exspirierten Kohlenséure verwendete Lauge, die wir in 
dem beiliegenden Protokolle als Anfangslauge bezeichnet haben, 
gleichfalls auf ihren Gehalt an Kohlensaure untersucht worden war. 
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Zur Ermittelung des von dem Tiere verbrauchten Sauer- 
stoffs wurden hinter dem Absorptionsapparate fiir die Kohlen- 
siure Proben der ausstrOmenden Luft in bestimmten Zeitinter- 
vallen entnommen und auf ihr prozentuales Verhaltnis zwischen 
Stickstoff und Sauerstoff gasanalytisch untersucht. Da wir 
hungernde Meerschweinchen in Versuch nahmen, konnten wir 
die Untersuchung des Ausstroms auf brennbare Gase_ unter- 
lassen. Die Probeentnahmen erstreckten sich in der Regel iiber 
eine Dauer von 20—30 Minuten. Aus der Analyse der ent- 
nommenen Probeluft wurde unter Heranziehung des wahrend 
der Entnahme durch den Apparat gepumpten Luftvolumens und 
der zur Reduktion auf den Normalzustand n6étigen Daten die 
Menge des verbrauchten Sauerstoffs rechnerisch festgestellt. 
Alle Details der Probeentnahmen sind aus dem am Schlusse der 
Arbeit angefiigten Protokolle zu ersehen. 

Da das Verhalten der Tiere im Versuche fiir die Be- 
wertung der Resultate eine grofe Rolle spielt, so wurde auch 
darauf ein besonderes Augenmerk gerichtet und es muf konsta- 
tiert werden, daB sich die Meerschweinchen ohne Ausnahme 
fast wiihrend der ganzen Versuchsperiode ruhig verhielten; sie 
wechseln wohl hin und wieder ihre Stellung, um dann fiir 
langere Zeit in derselben zu verharren. 


Resultate: 


Der Ubersicht und Kiirze wegen habe ich die gesamten, 
in meinen Versuchen erhaltenen Resultate in tabellarische Form 
gebracht. Tabelle I gibt einen rohen Uberblick iiber die Ge- 
samtheit der chronologisch geordneten Versuche mit den not- 
wendigsten Angaben iiber Versuchsdauer, Temperatur, Gewicht, 
Oberflaiche und Temperatur des Tieres, sowie des stiindlichen 
Umsatzes. Tabelle II enthalt die Resultate der bei 35° C. aus- 
gefiihrten Wiarmeversuche, Tabelle III die der Kalteversuche 
bei + 5° C. In Tabelle II und III sind zur leichteren Beur- 
teilung der Resultate die Versuche nach dem Gewichte der 
Tiere angeordnet. Die fiir den Sauerstoff eingesetzten Zahlen 
stellen Mittelwerte der zu verschiedenen Zeiten untersuchten 
Einzelproben dar und sind aus den Tabellen V und VI/entnommen. 
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Tabelle II. 




























































































Tier] teres | flache &¢ktaltemperatur] chris Land 100 ef und qdmfResPir 

Tiergey des |[———_ i Quo- 
Nr. | wicht } Tieres a ee CO,; O, |CO,| O, |CO,| O, on 

g qdm .¢ | °C, ccm | cem};ccm | ccm};ccm | ccm 
R | 190 | 3,787] 36,5 | 37,6 [152/249] 80 | 131] 40 | 66 | 0,61 
P, | 292 | 4,657] 37,8 | 38,4 |258/| 360] 74 | 124] 46 | 78 | 0,60 
P, | 295 | — | 37,4 | 39,0 |216| 362] 87 | 122] 55 | 77 | 0,71 
299] 358 | 5,440] 37,4 | 39,1 [277/394] 77 | 110] 51 | 72 | 0,70 
79 | 367 15,140] — — [277/394] 75 | 107] 54 | 77 | 0,70 
0 | 379 | 4,830] 36,4 | 39,0 |291/ 449] 77 | 118] 60 | 93 | 0,65 
N | 396 | 5,109] 37,3 | 38,8 [292/426] 74 | 107] 57 | 83 | 0,70 
T | 512 | 6,050] 37,9 | 39,4 [371/511] 72 | 100] 61 | 84 | 0,73 
W | 534 | 6,496] 37,8 | 39,6 [394/582] 74 | 109] 61 | 89 | 0,68 
97 | 706 | 7,036] 36,1 | 39,5 [429/594] 60 | 84] 61 | 84 | 0,72 
1 | 724 | 8253] 37,1 | 37,4 1|446/601] 61 | 83] 54 | 73 | 0,74 
Tabelle III. 
Killeversuche bei -++ 5°. 

i] 2 3 t | 5 |6|/7]8]9]tol mf 12— 
Tier} teres | niche |8eKtaltemperatur) cede fund 100 gf und qdm |ResPi 

Tierge-| des |- aie >} Quo- 
Nr. | wicht | Tieres a CO, | O, }CO,| O, |CO,; 9, tient 

g qdm ‘cc | se ccm | ccm} ccm | ccm cem | ccm 

R | 212 | 3,787| 37,0 | 35,6 | 351/496] 165 | 234] 93 | 131] 0,71 
180,] 238 | 4,432] 37,0 | 35,5 [873/483] 157 | 203] 84 | 109] 0,77 
180,| 271 | 4,432] 37,9 | 38,2 |398| 540] 147/199] 90 | 122] 0,74 
P | 306 | 4,657] 37,9 | 37,2 | 437) 617] 142/202] 93 | 132] 0,74 
O | 356 | 4,830] 35,7 | 36,2 [432 611]121|}172] 89 | 126] 0,71 
N | 378 | 5,109] 37,5 | 35,9 |471/|629]124/ 166] 92 | 123] 0,75 
299] 396 | 5,440] 37,5 | 37,6 |477/| 643/120) 162] 88 | 118] 0,74 
W | 458 | 6,496] 37,6 | 37,4 |537)710]117! 155] 83 | 109] 0,75 
T | 496 | 6,050) 35,3 | 35,8 [593/792 119 | 160] 98 | 131] 0,73 
97 | 662 | 7,036] 36,2 | 36,6 |627/891] 95/135] 89 | 126] 0,71 
I | 774 | 8,253] 38,0 | 38,0 ]703/919] 91| 119] 85 | 111] 0,76 
o | 344 1483 | 338 | 235 |373/539]108| 157] 77 | 111] 0,70 
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Tabelle IV. 

Prozentuale Vermehrung in der Kalte Verhiltnis 
Tier (+ 5° CG) des prozentualen 
Nr. gegeniiber der Warme (+- 35° C.) | Zuwachses an CO, 

der Kohlenséure | des Sauerstoffs zum Q,-Zuwachs 

R 131 99 100 : 75 

P 102 71 100 : 70 

O 48 36 100 : 75 

N 61 48 100 : 79 
299 72 63 100 : 87 
W 36 22 100 : 61 

T 60 55 100 : 92 
97 46 50 100 : 109 

I 58 53 100 : 92 











Aus den Tabellen II und III (Spalte 6 und 7) geht zu- 
nichst hervor, daf in allen Fallen Kohlenséureproduktion und 
Sauerstoffkonsum in der Kélte einen starken Zuwachs erfahren. 
Dieser Zuwachs schwankt aber, wie aus Tabelle IV ersichtlich 
ist, bei den verschiedenen Tieren innerhalb weiter Grenzen. 
Er betragt im Hochstfalle fiir die Kohlenséure 131, fiir den 
Sauerstoff 99°/o, im Mindestfalle fiir die Kohlenséure 36 und 
fiir den Sauerstoff 22°/o. Aus den Einzelwerten berechnet sich 
fir einen Abfall der Temperatur von 35° C. auf + 5°C. eine 
mittlere Zunahme der Kohlenséureproduktion um 68, des Sauer- 
stoffverbrauchs um 55°/o. Es besteht aber kaum eine Berech- 
tigung, einen mittleren Zuwachs zu errechnen; denn das gesamte 
Zahlenbild 1aBt, wenn man von einigen Unstimmigkeiten absieht, 
deutlich erkennen, daf die prozentuale Steigerung des Stoff- 
umsatzes mit Zunahme des K6rpergewichts geringer wird. 
Es nimmt also bei einem Temperaturabfall von 35° C. auf 
+ 5° C. der Stoffumsatz bei kleineren Tieren in einem viel 
groBeren Verhiltnis zu als bei groBen Tieren. Da bei den 
nicht in die Reihe passenden Werten, also bei Tier O und W 
(Tab. IV), die Unregelmafigkeit fiir Kohlensiure und Sauerstoff 
gleichwertig zutrifft, so kann sie nicht anders als durch indi- 
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viduelle Eigenart erklart werden. Tabelle IV (Spalte 3) zeigt 
uns des weiteren das Verhiltnis des prozentualen Kohlensaure- 
zuwachses zu dem des Sauerstoffs fiir das Temperaturgefille 
von 35° C. auf +- 5° C. Danach nimmt die Kohlensaurepro- 
duktion bei kleineren Tieren in der Kalte in einem bedeutend 
hoheren Grade zu, als der Sauerstoffkonsum. Mit steigendem 
Gewichte der Tiere nihern sich die Zahlen fiir dén prozentualen 
Zuwachs an Kohlenséure und Sauerstoff successive bis zur 
anniihernden Ubereinstimmung. 

Aus den Tabellen II und III ist weiterhin die bekannte Tat- 
sache ersichtlich, dab mit Zunahme des Kérpergewichts Kohlen- 
siiureausscheidung und Sauerstoffaufnahme bei der Berechnung 
auf ein einheitliches Gewicht abnehmen. In den Warmever- 
suchen produzierte das kleinste Tier R mit einem Gewichte 
von 190 g pro Stunde und 100 g 80 ccm, das gréfte mit einem 
Gewicht von 724 g 61 ccm Kohlensiure; der Sauerstoffverbrauch 
betrug fiir das kleinste Tier 131, fiir das gréBte 83 ccm. In 
den Kiilteversuchen fiel die Kohlensaureproduktion des kleinsten 
Tieres mit 165 ccm zu 91 cem beim gr6éBten ab, der Sauer- 
stoffverbrauch von 234 zu 119 ccm. Bei Berechnung auf die 
Oberfliicheneinheit dagegen zeigt sich eine ziemlich befriedigende 
Konstanz. Als Grenzwerte bei 35° wurden fiir die Kohlen- 
siiure 61 und 40 ccm, fiir den Sauerstoff 93 und 66 ccm ge- 
funden. Bei + 5° C. betrugen die Extreme fiir die Kohlen- 
siure 98 und 83 ccm, fiir den Sauerstoff 132 und 109 ccm. 
Im allgemeinen lassen die Befunde ja ziemlich deutlich den 
vorhandenen Parallelismus zwischen Stoffwechselgréfe und 
Korperoberflaiche hervortreten. Die Differenzen sind allerdings 
bei den Wirmeversuchen gr6éfer ausgefallen, als es wiinschens- 
wert gewesen wire. Eine Erklirung dafiir laBt sich leicht er- 
bringen. Bei Betrachtung von Stab 8 und 9 der Tabelle II 
fallt auf, daB der prozentuale Abfall der mit steigendem KO6rper- 
gewicht sinkenden Werte fiir Kohlenséure und Sauerstoff relativ 
gering ist; er betragt fiir die Kohlensaure 24, fiir den Sauer- 
stoff 36°/0. Ziehen wir zum Vergleiche die friiheren Versuche 
von Kettner heran, so sehen wir, da8 zwischen der auf die Ge- 
wichtseinheit berechneten Kohlenséureproduktion des kleinsten 
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und gr6Bten Tieres ein Abfall von 52°/o vorliegt; und ahnlich 
betragt in unseren Kialteversuchen die Differenz fiir die Kohlen- 
sdure 45, fiir den Sauerstoff 49°/o. Wé&ahrend ferner bei den 
Kettnerschen und unseren Kalte-Versuchen die fiir die Ober- 
flicheneinheit berechneten Mengen an Kohlensiure und Sauer- 
stoff Schwankungen aufweisen, die sich tiber die ganze Versuchs- 
reihe unregelmiafig ausbreiten, zeigen die Zahlen von Stab 
10 und 11 der Tabelle II eine deutliche Tendenz zum Anstieg 
des Stoffwechsels, die mit dem steigenden Tiergewicht einher- 
geht. Auf die Ursache dieser Erscheinung wirft die Beobachtung 
der Innentemperatur der Meerschweinchen einiges Licht. 

In unseren Wirmeversuchen vermégen nur 3 der ver- 
wendeten Tiere (R, P und I) ihre Temperatur innerhalb 1,5° 
zu halten. In diesen Versuchen schwankt demnach auch die 
produzierte Kohlenséure mit den Werten 40, 46 und 54 ccm 
und der verbrauchte Sauerstoff mit den Werten 66, 78 und 
73 ccm nur wenig. Allerdings liegen noch andere Versuche 
vor, in denen die Temperatur des Tieres nicht mehr als 1,5° 
anstieg; es erscheint mir aber bedenklich, die Werte aus jenen 
Versuchen, bei denen die Rektaltemperatur des Tieres am 
Schlusse 39° und dariiber betrug, mit den ersteren in eine 
Reihe zu stellen. In den tibrigen Versuchen steigt die Tempe- 
ratur des Rektums und damit auch der respiratorische Stoff- 
wechsel erheblich an. Am auffallendsten zeigt sich dieser EinfluB 
der Erhéhung der Rektaltemperatur auf den Stoffumsatz aus 
einem Vergleich der letzten 4 Tiere. Bei Tier T, W und Nr. 97 
stieg die Rektaltemperatur auf 39,4°, 39,6° bezw. 39,5° C. und 
dementsprechend hatte die Kohlenséureproduktion mit 61 ccm 
und der Sauerstoffverbrauch, wenn man von Versuch O absieht, 
mit 84 und 89 ccm die héchsten Werte erreicht. Das gréfbte 
Tier I dagegen, das auffallenderweise seine Eigentemperatur 
sehr sch6n zu halten vermochte, weist eine Kohlensiureproduk- 
tion und einen Sauerstoffverbrauch auf, die mit den iibrigen 
Daten von Spalt 10 und 11 gutiibereinstimmen. Tier I stellt somit 
eine Ausnahme dar; denn das Zahlenbild von Stab 10 und 11 
der Tabelle II la8t deutlich erkennen, daB im allgemeinen die 
groBeren Tiere bei der Temperatur von 35° C. wegen der relativ 
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kleineren Oberflache sich ihrer Warme nicht mehr zu entledigen 
vermOgen und deswegen mit Hyperthermie und erhéhtem Stoff- 
umsatz reagieren, wahrend kleinere Tiere dank ihrer relativ 
groBeren Oberfliche auch bei dieser hohen Temperatur noch 
immer ihre Eigentemperatur erhalten und deshalb einen nor- 
malen Umsatz aufweisen. 

In der Wahl der niedrigen Temperatur hatten wir zweifellos 
mehr Gliick. Die Differenz zwischen dem héchsten und niedrig- 
sten Wert betrug hier, pro Oberflichenheit berechnet, fiir die 
Kohlenséure 15 ccm, entsprechend 15°/o, fiir den Sauerstoff 
23 ccm, entsprechend 17 °/o. 

Die gute Ubereinstimmung der Zahlen ist darauf zuriick- 
zufiihren, dafi die Tiere in den Kalteversuchen ihre Eigen- 
temperatur besser zu halten vermochten als in den Warme- 
versuchen. Den stirksten Temperaturabfall (1,4 bezw. 1,5°) 
hatten die beiden kleinsten Tiere R und 180 erlitten. Diese 
Tatsache notigt zu der SchluBfolgerung, daB kleine Tiere gegen 
niedere Temperaturen empfindlicher sind als groBere Tiere; 
bei den Warmeversuchen hatten wir entgegengesetzte Unter- 
schiede feststellen kinnen. Immerhin reichte die hervorgerufene 
Abkiihlung nicht hin, den Stoffwechsel so wesentlich herab- 
zudriicken, dali diese Verdnderung in die Erscheinung getreten 
wire. Nur in einem Falle, bei dem Versuche «QO», hatte das 
Tier eine Abkiihlung um 10,3 ° C. erfahren und dementsprechend 
sank die Kohlenséureproduktion auf 77 ccm, der Sauerstoff 
auf 111 cem herab. 

Als Resultat der vorliegenden Versuche ergibt sich, daf 
der fiir mittlere Temperaturen nachgewiesene Paralle- 
lismus zwischen Korperoberfliche und Stoffwechsel 
sich auch fiir Temperaturen von 35° und + 5° noch 
Geltung verschafft, wenn die K6rpertemperatur an- 
nihernd normal bleibt. Bei 35° kommt es jedoch, 
namentlich bei gréferen Tieren, leicht zur Hyper- 
thermie, auf welche die Tiere mit erhéhtem Stoff- 
umsatz reagieren. 

Um schlieBlich noch mit einigen Worten auf den respira- 
torischen Quotienten zuriickzukommen, so schwingt derselbe 
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in den Kalteversuchen innerhalb der engen Grenzen von 0,71 
und 0,77 und betrigt demnach im Mittel 0,73. Die Konstanz 
beweist einerseits, daB Kohlenséureproduktion und Sauerstoff- 
konsum parallel miteinander laufen, und gibt uns anderseits einen 
Anhaltspunkt dafiir, daB die beiden verschiedenen Tieren immer 
noch vorhandenen Schwankungen im Stoffwechsel pro Ober- 
flicheneinheit berechnet individueller Art sein miissen und nicht 
auf Versuchsfehler zuriickgefthrt werden kénnen. Der respirato- 
rische Quotient in den Warmeversuchen differiert zwischen 0,60 
und 0,74 und betragt im Mittel 0,69. Er ist demnach in den Warme- 
versuchen durchschnittlich niedriger als in den Kalteversuchen. 


Der zeitliche Ablauf der Kohlensiureproduktion 
und des Sauerstoffkonsums bei extremen Au8Sen- 
temperaturen. 


Der zeitliche Ablauf des Stoffumsatzes bei verschiedenen 
AufSentemperaturen ist noch nicht systematisch untersucht 
worden. Nur gelegentlich findet man auch diese Frage bei 
Untersuchung des Einflusses der AuBentemperatur auf den Gas- 
stoffwechsel gestreift. So stellte Senator®®) fest, da& durch 
kalte Bader anfanglich eine Zunahme von 10—16°/o erfolge, 
daB aber bei liingerer Versuchsdauer die Kohlensdureproduktion 
sinkt. In analoger Weise beobachtete H. Erber,*’) dai zu 
Beginn der Kalteeinwirkung die Kohlenséureabgabe unerheblich 
ansteige, spater einen betrachtlichen Abfall zeige; desgleichen 
trete in warmer Luft bei geringer Temperatursteigerung eine 
Zunahme der Kohlenséiureabgabe ein, spater aber ein Abfall. 
Liebermeister®®) hat u. a. die Nachwirkung des kalten Bades 
untersucht und gefunden, da die im kalten Bade eintretende, 
oft iiber das Doppelte der Norm hinausgehende Kohlensiaure- 
vermehrung auch nach dem Bade noch anhalte, um etwa eine 
halbe Stunde spater wieder normal zu werden und zu bleiben, 
oder unter die Norm zu sinken. Ahnliche Verhiltnisse kon- 
statierte auch Speck nach kalten Badern. 

Die Einwirkung heiBer Bader von 39—41° C. auf den 
Gasstoffwechsel wurde von Winternitz untersucht. Er fand 
die AtemgréBe schon nach 15 Minuten dauernd gesteigert und 
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nach 30—40 Minuten erreichte sie das Doppelte der Norm, 
um dann auf dieser Héhe zu verweilen. Nach dem Bade sank 
dieselbe innerhalb einer Stunde wieder auf den Normalwert. Mit 
der Zunahme des Atemvolumens ging eine bedeutende Steigerung 
des Gasstoffwechsels einher, welche fiir den Sauerstoff zwischen 
39 und 110°/o, fiir die Kohlenséure zwischen 57 und 136°/o 
schwankte; die Steigerung war nicht allein durch die vermehrte 
Lungenventilation bedingt. Durch Bader von 36,6—38° C., bei 
welchen die KOrpertemperatur nicht tiber 37,8° C. stieg, wurde 
eine Steigerung des Sauerstoffverbrauchs von 20°/030 Minuten nach 
Beginn, und eine solche von 44°/o 21/2 Stunden spater gefunden. 

Was ich in den folgenden Tabellen an Zahlenmaterial 
niedergelegt habe, erhebt durchaus nicht den Anspruch darauf, 
die Frage des zeitlichen Ablaufs der Kohlenséureproduktion und 
des Sauerstoffverbrauchs bei extremen Aufentemperaturen er- 
schépfend beantwortet zu haben. Dazu fehlt meinem Material 
in erster Linie die Untersuchung des Gasstoffwechsels in kleineren 
Zeitabschnitten wahrend der ersten Stunde. Mir kam es ledig- 
lich darauf an, zu sehen, ob sich der Gasstoffwechsel wahrend 
eines mehrstiindigen Versuches in verschiedenen Zeitabschnitten 
aindere, und ob die lange Dauer der Einwirkung extremer Aufen- 
temperaturen nicht ganz abnorme Erscheinungen hervorrufe. 
Anderseits aber ging mein Bestreben dahin, fiir den entgegen- 
gesetzten Fall durch hiufige Probeentnahmen einen mdglichst 
guten Durchschnittswert fiir den Sauerstoff zu erzielen. Dazu bot 
mir ja gerade meine Untersuchungsmethode die beste Gelegenheit. 
Und da sich bei den ersten Untersuchungen Differenzen im Sauer- 
stoffverbrauch nach verschiedenen Zeitabschnitten ergeben hatten, 
so teilte ich in spateren Versuchen auch die Kohlensaureproduk- 
tion wiihrend eines lingeren Versuches in zwei Abschnitte. Ein Ver- 
gleich der Sauerstoffwerte in den einzelnen Stunden lieB erkennen, 
daB Abweichungen fast nur in derersten Stunde auftraten. Deshalb 
bestimmte ich die Kohlensaure der ersten Stunde fiir sich, indem ich 
die ausstrOmende Luft durch einen Absorptionsapparat leitete, 
wihrend ich die gesamte Produktion der iibrigen Stunden in einem 
zweiten, zu dem ersten parallel geschalteten Absorptions- 


apparat auffing. 
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Tabelle V zeigt uns die Menge des in den einzelnen 
Stunden verbrauchten Sauerstoffs, sowie die Mengen der in der 
ersten Stunde bezw. zweiten bis letzten Stunde produzierten 
Kohlenséure, berechnet auf Stunde und Quadratdezimeter 
Oberfliche. Tabelle VI enthalt die zugehérigen respiratorischen 
Quotienten. Ein Vergleich der Werte in Stab 12 und 13 labt 
erkennen, dafi die Kohlenséureproduktion wiahrend der ganzen 
Versuchsdauer in allen Fallen vollstaéndig konstant blieb. Eine 
gleiche Ubereinstimmung trifft auch fiir die in den einzelnen 
Stunden ermittelten Sauerstoffwerte von der dritten Stunde ab 
zu. Dagegen ist der O,-Konsum in der zweiten Stunde regel- 
maBig héher gewesen als in den sp&teren Stunden. Die erste 
Stunde wurde nur zweimal beriicksichtigt und lief in dem einen 
Falle bei Tier 299 parallel mit den Werten der dritten und 
fiinften Stunde, in dem anderen Falle bei Tier W war der 
Konsum geringer als bei den spateren Proben. Sauerstoff- 
konsum und Kohlensaureproduktion gingen in allen Fallen an- 
nahernd parallel miteinander. 

















Tabelle V. 
Versuche bei 35°. 
1/2/3|4/5|6/7/8/9]|10| 11 | 12 | 13 «=| 14 
Q-Verbrauch (ccm) pro Stunde und [CO,-Produktion (ccm) pro St. 
Tier qdm Oberflache in der und gdm Oberflache in der 
Nr. | 1./ 2] 8.| 4] 5.| 6. 7.]8.[10)sp ej] 1. [2-bisletzten| spi) 
Stunde Stunde | 
BR i—|—|—/|ee|—|—/aa|—|—-| P| — 40 
Ba Bese | ae | | FR |e ee ed SR _ 46 
Ba, Bee | ae | | | 99 | ee fe we _ 55 
299170} 79}70|—|71|—|—|—|—| 72 | 50 51 51 
79|—|—|—|—|—|—|—|77|76| 77 | — — b4 
@ |—~|s00) — | || —| en] = |---| sae — - 60 
N |—| 94|80|—|82!—|—|—|s2| 88 } — om 57 
T |—| 95,—|—|81|—|—|79|—| 8 | — — 61 
W |81| 94/90/-—|91}—|—|—|—| 89 | 59 61 61 
97 |—| — —|—|—|88|85 =——s 7) - 61 
1 }—| 79\75|—|63|—|—|—}|—| 73 | 54 D4 54 



































Tabelle VII und VIII stellen die Verhaltnisse des Sauer- 
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stoffkonsums in den einzelnen Stunden und der Kohlensaure- 
ausscheidung in der ersten einerseits, der zweiten bis letzten 
Stunde anderseits in den Kilteversuchen dar. Trotzdem nun 
die Tiere fast ausnahmslos in den KAalteversuchen ihre Eigen- 
temperatur besser zu halten vermochten, weisen hier die Zahlen 
mehr Schwankungen auf als in den Warmeversuchen. Aber diese 
Schwankungen sind relativ gering und fallen ebenso wie in den 
Warmeversuchen fast nur auf die beiden ersten Stunden, in denen 
sich fast regelmaBig ein hGherer Konsum konstatieren lief als in 
den spiiteren Stunden; dabei lauft die Kohlenséureproduktion in 
guter Ubereinstimmung parallel dem Sauerstoffverbrauch. Bei dem 
Versuch O,, in dem das Tier einen Temperaturabfall von 10,3° 
erlitt, sehen wir den Sauerstoff von Stunde zu Stunde sinken. 


Tabelle VI. 
Versuche bei 35°. 

























Respiratorischer Quotient fiir die 
Tier 1i/2)/3af]/a4/5]/6f]2] 8a | 10 euiin 
Stunde 

R — }— | — | 059; — | — | 063); — | — | 0,61 
? — | — | — | 060; — | — | 060; — | — | 0,60 
, — /|/—|]—|— | 0,70); — | — | — | 0,73] 0,71 
299 0,72) 0,64} 0,72; — | 0,71; — | — | — | — | 90,70 
79 —/—}—|]—}]— | — | — | 0,70} 0,71; 0,70 
O — | 059; — | — | — | 0,72; — | — | — | 0,65 
N 0,63; — | 0,71; — | 069; — | — | — | 0,69) 0,70 
T — | 064| — | — | 0,76; — | — | 0,77; — | 0,73 
W 0,73 | 0,65| 0,67; — | 067; — | — | — | — | 0,68 
97 —}|—{|—}— | — | 0,73) 0,71; — | — | 0,72 
I — | 0,69} 0,73; — | 085; — | — | — | — | 0,74 


























Im allgemeinen lift sich also wohl behaupten, daB die 
lingere Dauer der Einwirkung einer Temperatur von +- 5° und 
35° keine wesentliche Anderung des Sauerstoffkonsums und der 
Kohlensadureproduktion bewirkt, wenn nicht die K6rpertemperatur 
wahrend dieser Zeit sich wesentlich andert. Nur in den beiden 
ersten Stundender Einwirkung der hohen oder niedrigen Tempera- 
tur macht sich eine geringe Erhéhung des Stoffwechsels bemerkbar. 
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Tabelle VII. 
Versuche bei 5° C. 



























































1f2/3[/4]/5/6|7]8][9{10] 17 12 | «+18 «=| 14 
O-Verbrauch (ccm) pro Stunde und |CO,-Produktion(cem) pro St. 
| Tier qdm Oberflache in der und qdm Oberflache in der 
wr.| 4.[ 2] 3.| 4] 5. 6.[ 7] 8.[10\y54,03] 1: [2-bisletzten| apie) 
Stunde Stunde 
R [131/139|131| — | —|—|129| —| —| 131] 89 93 93 
180] — | — |110/ —| —|108] —|—|—| 109] — ne 84 
| 180] —| — |121/122} —| —| —|—I121| 122 | — ees 90 
j P |129)143/124) —| —| —| —|136} —| 132] 83 95 93 
; O, |131/121/119| — | — | — |132]—|—| 126] 90 89 89 
N /132/129!121; — | —| —| —|120/—| 123] 90 92 92 
299 |119|120|119| — |116) —|—|—|—| 118] 86 88 88 
W 105/119/111) — |103]; —| —|—|—| 109] 75 84 83 
" T | —|138/130/ — | — 126) —| —|—| 134 | 114 96 98 
: 97 | — | — |122} — | —| —|—} — |131] 126 | — _ 89 
1 |120/108/110) —| —| —|—|—]—| 111] 94 83 85 
O, |138|114/109} — | — | — |107] —| —] 111 | — - 77 











Tabelle VIII. 
Versuche bei 5° C, 














Respiratorischer Quotient fiir die 

Tier 1i1jaf/an]/4])/6]6]7 18 | 10. lie 
Stunde 
i) 
R | 0,68/ 067| 0,71; — | — | — | 0,72) — | — | 0,71 

-_— ~~) ~ (ea TS ae - TT ae 
: me i - | Ot) ~ f ~ Ome ian | | — | rer ass 
| P | 0,64! 066| 0.76 — | — | — | — | o70/ — | 071 
i 0 | 069) 0,73] 0,75) — | — | — | 067} — | — | o71 
NM Poss amt] ave) — | | — | — (Om —.] ars 
g 299 | 0,72| 0,73] 0,74; — | 0,76) — | — | — | — | 0,74 
a W | 0,71| 0,71| 0,76] — | 082} — | — | — | — | 0,75 
4 Tt T— | aoe] ame | — | ae) — | — | chee 
Z 97 — | — |0,73; —| —}| — |] — | — | 0,68] 0,71 

I O9Ri O97) GOL ee | ee fe | ae | me] ee | OM 

O, [056] O67; a71; — | ~ | — | age} — | — | aw 









































324 Hans Murschhauser, 





Als Beispiel sei das Protokoll eines Versuches mitgeteilt. 
Meerschweinchen 79. 
Warmeversuch vom 3. Februar 1911. — Versuchsdauer 12 Stunden. 
Mittelgewicht des Tieres 367 g. — Kérperoberflache des Tieres 5,14 qdm. 





























Beginn des Respirationsversuches 9 *8. 


Kohlensdaurebilanz. 

i __________________t 
Zeit der An- End- Produzierte Kohlensadure { 
Absorption] fangs- Pro Stunde 

der expir.| lauge | lauge Gesamt Pro Stunde und 100 giund qdm 
CO, g CO, | g CO, g : 3 g leem}] ccm ccm 
1. bis | 4182 | 7,688 | 6,506 | 3,320 |0,5421/277 | 75 54 
12. Stunde 
Sauerstoffbilanz. 






























































Probe-| Zeit |Stunde der; Baro- Tempe- Mano-| Korri- | Prozentuale 13 
law Entnahme; meter | ratur | meter | giertes | Zusammen- i. 
ent- | _ nach __ijreduziert| der der Luft- setzung 4 
alia Ent- |Beginndes| in  /Gasuhr |Gasuhr |volumen der ry 
nahme| Versuches| mm Hg| °C. |mm Hg l Austrittsluft | 
L a 4 37 8. a 769,0 18,0 —_ 16,0 29,904 %o 0, = 20,35 
w 457 w 769,0 %o Ny = 79,65 
m {*6") 40, [9 701) 199 |_ 46,0] 13,098 | °/* Os = 20,28 
w 6 5 w 770,1 °%o N, = 79,72 
; Verbrauchter Sauerstoff ; 
Probe- Sauerstoff Reduziert auf 0°, 760 mm Hg und Trockenheit} Respira- 
ent- des | des Pro Stunde Pro Stunde torischer 
Ein- | Aus- und 100 g] und qdm | Quotient 
nahme} stroms|stroms Mittel Mittel Mittel 
l l g sccm} g_ |ccmjccm} ccm jccm} ccm Mittel 
I. | 6,259/6,041 | 0,5659/396 108 77 0,70 
0,5630/394 107,5 76,5 0,70 
II. | 2,782/2,674 | 0,5602/392 107 76 0,71 



































Zum Schlusse sei es mir gestattet, Herrn Professor Dr. 
Schlofmann fiir das rege Interesse, das er der vorliegen- 
den Arbeit entgegengebracht, meinen warmsten Dank auszu- 
sprechen. q 
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Untersuchungen diber die Bildungsstatte der Atherschwefel- 
sdure im Tierkérper. 
Von 
Fritz Lade. 





Mit einer Tafel. 





(Aus der medizinischen Klinik Heidelberg, Direktor: Geh. Rat Krehl.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25, Mai 1912.) 








Die Frage nach der Bildungsstitte der Atherschwefel- 
sduren ist schon seit einigen Jahrzehnten Gegenstand wissen- 
schaftlicher Bearbeitungen. Schon Voit?!) hat 1860 zum ersten 
Male festgestellt, dai sich nicht aller Schwefel im Harn als 
Alkalischwefelsaure vorfindet. Baumann?) entdeckte 1875 die 
Atherschwefelsiuren, deren «kohlenstoffhaltige Atomkomplexe » 
ihm aber noch nicht naher bekannt waren. AufschluB dariiber 
brachte ihm gleich das nachste Jahr,*) als er in diesen orga- 
nischen Atomkomplexen Spaltprodukte des Eiweifes und zwar 
Phenol und Skatol entdeckte, dem sich spater Indol‘) und 
Kresol5) zugesellte. Zugleich warf Baumann die Frage nach 
dem Ort der Atherschwefelséurebildung auf. Zuniachst aller- 
dings ohne erfolgreiche L6sung, da man zuerst erforschen mubBte, 
wo und unter welchen Umstinden diese tiefen Spaltprodukte 


des Eiweifes entstehen. 

Im selben Jahre kam Salkowski®) zum Schlusse, dafs im Koérper 
das Eiweifi ebenso in diese Spaltprodukte zerfallen kann, wie bei der 
<identischen» Faulnis, und Indikanausscheidung bei hungerndem Hunde 





') Bischoff u. Voit, «Die Gesetze der Ernahrung der Fleisch- 
fresser>, 1860. 

?) Baumann, «Uber gepaarte Schwefelsiure im Harn». Pfligers 
Arch., Bd. 12, S. 69. 

5) Baumann, ibid., Bd. XIII, S. 285. 

*) Baumann u. Brieger, Diese Zeitschrift, Bd. 3, S. 254; Brieger, 
ibid., S. 134. 

5) Ibid. 

6) Salkowski, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 9, S. 138. 
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fihrte ihn sogar zur Meinung, dafi auch das Korpereiweif’ durch Ferment- 
wirkung in dem Gewebe unabhangig von Verdauungsvorgangen zerfallen 
kénne. Er hielt auch noch daran fest,') als Kiihne und Nencki®) fanden, 
daf’ Eiweififaulnis an Anwesenheit von Bakterien gekniipft sei. Es beob- 
achteten ja auch Hoppe-Seyler*’) und Koukol Yasnopolsk‘) Eiweif- 
fiulnis bei Transsudaten in zugeschmolzenen Roéhrchen und bei Muskeln, 
die, wie sie glaubten, unter Vermeidung von Luftzutritt aufbewahrt waren. 
Salkowski befand sich hierbei nur in Ubereinstimmung mit Forschern 
wie Billroth und Tiegel, welche auf Grund ihrer Untersuchungen 
glaubten, das Gewebe des Tierkérpers enthalte entwicklungsfaihige Bak- 
terienkeime. Erst als durch Arbeiten von Meifner,*) Zahn®*) und 
Hauser’) erwiesen wurde, dah im gesunden Organismus nur der Darm, 
héchstens dessen nachste Umgebung Bakterien bergen, kam Salkowski’) 
1886 zur Uberzeugung, die EiweiBspaltprodukte wiirden im Darm gebildet, 
und bestiatigte so die ein Jahr zuvor von Baumann’) ausgesprochene An- 
sicht. Baumann kam zu dieser Anschauung auf Grund eines iiberein- 
stimmenden Befundes bei zwei Fallen von Diinndarmfisteln, von denen 
einen '°) er selbst, einen Ewald‘) beobachteten. Hierbei trat nimlich nach 
VerschluB der Fistel die vorher sistierte Ausscheidung der Spaltprodukte 
sofort wieder ein. Es muBte nun nach der jeweiligen Bildungsmdéglichkeit 
dieser EiweiBspaltprodukte im Darm die Atherschwefelsaureausscheidung 
schwanken. Tatsichlich konnten dies auch zahlreiche klinische Beob- 
achtungen bestatigen, sodafi bald darauf die Ausscheidungsgréfe als Maf- 
stab der Darmfiaiulnis angesehen wurde. Diese Ansicht, vertreten von 





') Salkowski, Uber die Bildung des Indols im Tierkérper. Ber. 
d. Deutsch. chem. Ges. zu Berlin, Bd. 9, S. 408, «mag das Indol im Darm- 
kanal durch Bakterien entstehen oder . . . soviel ist sicher, dafs in den 
Geweben selbst Indol entsteht». 

*) Pfliigers Arch., Bd. 12, S. 78. 

5) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 9, S. 138. 

‘) Tiibinger med. chem. Untersuch., S. 565. 

5) Rosenbach, Deutsch. Zeitschr. f. Chirurg., Bd. 18, S. 344. 

6) Zahn, Virchows Arch., Bd. 95, S. 95. 

7) Hauser, Arch. f. exp. Pharm. u. Path., Bd. 20, S. 162. 

8) Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. 10, S. 268. 

*) Baumann, Diese Zeitschrift, Bd. 10, S. 123. «Alle Atherschwefel- 
siuren des Harns fleischfressender Tiere entstehen unter normalen Ver- 
haltnissen im Organismus aus Substanzen, welche nur im Darm und 
ausschlieflich durch die Faulnis in demselben gebildet werden.» 

10) Tbid. 

") Ewald, Virchows Arch., Bd. 75, S. 409. «Es ist unzulassig, 
eine andere Quelle des Indikans und Phenols als den unteren Darm- 


abschnitt anzunehmen.» 
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Forschern wie Baumann, Biernacki,') Rovighi,*) Matteoda’) usw., 
finden wir auch heute in den physiologischen Lehrbiichern. 

Schon 1872 fand Jaffé*) eine Vermehrung der Indoxylverbindungen 
bei Diinndarmerkrankungen und Abnahme bei Dysenterie, pathologischen 
Zustinden des Dickdarms, Magens und Duodenums. Senator’) berichtete 
1877 iiber eine Zunahme der Ausscheidung bei einer Reihe chronischer 
Krankheiten, deren Zahl de Vries*) und Henninge’) erheblich ver- 
mehrten. Ebenso hatten Salkowski§) und Brieger®) und andere ") ahn- 
liche Befunde erhoben. Hoppe-Seyler'') fafte diese Beobachtungen zu- 
sammen in dem Satze: «Die Ausscheidung der Atherschwefelsiuren geht 
paralle] mit Steigerung aller Prozesse, welche die Diinndarmverdauung 
indern>, was in demselben Jahre noch Kast und Baas ‘*) bestitigten. 
Ahbnlich hatte das friiher v. d. Velden‘) ausgedriickt mit den Worten: 
«Steigerung beruht auf vermehrter Einfiihrung von Kérpern, die als Ather- 
schwefelséure ausgeschieden werden, und auf Herbeifiihrung solcher Ver- 
haltnisse, die die Bildung begiinstigen>. 

Daraufhin war man bestrebt, durch Nahrungsanderung einen Einfluf 
auszuiiben, und Matteoda “*) fand vermindernde Wirkung der Milch auf die 
Atherschwefelsiureausscheidung. Ob hierbei dem Milchzucker, der Milch- 
siure, dem Casein oder einer Bakterienwirkung die Hauptrolle zuzu- 
schreiben ist, entscheidet er nicht. 

Hirschler, **) der auBer- und innerhalb des Organismus Versuche mit 
Rohzucker, Starke, Dextrin, Glycerin und Milchséure anstellte, empfiehlt 
Beigabe von Kohlenhydraten zur Begegnung zu heftiger Darmfaulnis. 

Biernacki’®) dagegen stimmte nach einer Reihe von Versuchen mit 
verschiedenen Diitformen der giinstigen Kohlenhydrateinwirkung nicht bei, 





1) Zentralbl. f. d. med. Wissensch., 1890, S. 881 u. 898. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 16, S. 19. 

3) Matteoda, Genf, Diss., 1894. 

4) Jaffé, Zentralbl. f. med. Wissensch., 1872, Nr. 1, S. 31 u. 32. 

5) Senator, ibid., 1877, Nr. 20—22. 

6) de Vries, Kiel, Diss., 1877. 

7) Henninge, Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 23, S. 271. 

8) Salkowski, Zentralbl. f. med. Wissensch., Bd. 14, 5. 818. 

®) Brieger, Diese Zeitschrift, Bd. 2, S. 241. 

10) Ortweiler, Mitteil. d. Wiirzburger med. Klinik, Bd. 11, S. 153. 
Miller, ibid., S. 342. 

1!) Hoppe-Seyler, Diese Zeitschrift, Bd. 12, S. 1. 

'?) Kast u. Baas, Miinch. med. Wochenschr., 1888, S. 4. 

18) R. v. d. Velden, Virchows Arch., Bd. 70, S. 343. 

14) Matteoda, Genf, Diss., 1894. 

1) Hirschler, Diese Zeitschrift, Bd. 10, S. 306. 

6) Biernacki, Zentralbl. f. med. Wissensch., 1890, S. 881. 
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wahrend wieder Winternitz') und Krauf*) der Ansicht Hirschlers 
beipflichten. 

Von anderen Nahrungsmitteln sahen Rovighi*) und Schmitz‘) 
namentlich bei Kefyr und Kase giinstigen Erfolg. 

Da man ja bei allen Ernahrungsversuchen eine Verminderung der 
Darmfaulnis herbeifiihren wollte, lag der Gedanke, die Desinfektionsstoffe 
daraufhin zu priifen, nahe. Die Ergebnisse bei Erforschung der im K6rper 
gebildeten Stoffe, wie Galle und Salzsiure, waren nicht eindeutig. 

Entgegen einer grofien Reihe von Arbeiten teils experimenteller, *) 
teils klinischer®) Art, die fiir eine faulnishemmende Wirkung der Galle 
sprechen, kommen neuere Autoren’) entsprechend Voits®) alter An- 
schauung dazu, dafs der Galle keine desinfizierende Kraft innewohnt. 

Eindeutiger sind die Forschungsergebnisse in bezug auf die Salz- 
siurewirkung des Magensaftes. Kast®) und Wasbutzki') schreiben ihr 
eine wachstumseinschrankende Wirkung auf die Darmbakterien zu und 
Biernacki'') findet bei einem durch chronische Nephritis verminderten 
Magensalzsaduregehalt eine Steigerung der Atherschwefelsaure, die auf Salz- 
siuregabe jedesmal schwand. In demselben Sinne verringerte Schmitz ‘) 
durch Salzsiureeinnahme seinen eigenen Atherschwefelsduregehalt im 
Harn. Umgekehrt begiinstigten Stadelmann'‘’) durch Alkalidarreichung 
und der daraus folgenden Neutralisation der Magensalzsaure, sowie Mester**) 
durch Verfiitterung entchlorten Fleisches die Darmfaulnis. Nur v.Noorden*) 


') Winternitz, Diese Zeitschrift, Bd. 16, S. 460. 

*) Krauss, ibid., Bd. 18, S. 167. 

5) Rovighi, Diese Zeitschrift, Bd. 16, S. 19. 

*) Schmitz, ibid., Bd. 19, S. 378. 

5) R6hmann, Pfliigers Arch., Bd. 29, S. 509. — Maly, im Handb. 
d. Phys. v. L. Herrmann, Bd. 5, S. 185. — Limbourg, Diese Zeit- 
schrift, Bd. 13, S. 197. — Miller, Zentralbl. f. med. Wissensch., 1890, 
Nr. 49—50. 

°) Bidder u. Schmidt, Verdauungssafte und Stoffwechsel, Leipzig 
1852. — Biernacki, Zentralbl. f. med. Wissensch., 1890, S. 881. 

7) Ernst, Diese Zeitschrift, Bd. 16, S. 205. 

8) Voit, Bedeutung der Galle fiir die Aufnahme der Nahrungsstoffe 
im Darmkanal, Stuttgart 1882. 

°) Kast, Festschr., Hamburg 1889, Uber die quantitative Bemes- 
sung der antiseptischen Leistungen des Magensaftes. 

0) Wasbutzki, Arch. f. exp. Pharm. u. Path., Bd. 26. 

'!) Biernacki, Zentralbl. f. med. Wissensch. 1890, S. 898. 

12) Schmitz, Diese Zeitschrift, Bd. 19, S. 401. 

'5) Stadelmann, IX. Kongr. f. innere Med., 1890. 

'4) Mester, Habilitationtschrift, Breslau 1893. 

'*) vy, Noorden, Zeitschr. f. klin. Med., 1890, Bd. 17, S. 532. 
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sprach anfangs der Magensalzsaure jede desinfizierende Kraft auferhalb 
des Magens, insbesondere im Darm, absolut ab. Spater') behauptet er nur 
noch, «sie habe wenig Einflufi auf die Faulnis-. Mester’) halt Noordens 
Ansicht fiir nicht berechtigt und erklart die Beziehungen so: «Die Darm- 
faulnis ist normal bedingt durch die gréftenteils gleichzeitig mit der 
Nahrung in den Darm gelangten Fiulnisbakterien, im Intensitaétsgrade 
reguliert durch die Magensalzsiure. Demgemaéf, Zunahme bei Ausfall der 
Salzséure, die dann besonders evident zutage tritt, wenn faules Fleisch 
als Nahrung dient, wihrend bei normalem Siuregehalt des Magensaftes 
selbst innerhalb weiter Grenzen derartige Ungleichheiten in der Qualitit 
der Nahrungsmittel ohne Einfluf auf Darmfaulnis bleiben.» 

Zur Unterstiitzung der im Kérper gebildeten desinfizierenden Stoffe 
wurden verschiedene Versuche mit Medikamenten angestellt. Namentlich 
mit der Kalomelwirkung, die Baumann*) wie Wassilieff‘) als stark 
darmdesinfizierend bezeichneten, beschaftigten sich einige Autoren wie 
Morax®) und Steiff.°) Beide kamen zu demselben Schlusse, dafs nim- 
lich therapeutisch die Desinfektionswirkung des Kalomels nicht in Frage 
kame, wegen der dazu bendtigten zu grofien Dosis. Eher seine Wirkung 
als Laxans kame in Betracht, meint Morax. Mithin wirkt es auf gleiche 
Art wie Karlsbader und Marienbader Salz, deren bessernden Einflufi auf 
die Darmfaulnis neben anderen Stoffen wie Terpenen, Kampfer, Tannin 
usw. Rovighi’) fand. Seine Befunde bei Terpenen und Kampfer be- 
stitigten friihere Resultate von v. d. Velden§) und Steiff. 

Alle diese Untersuchungen beruhen auf der Annahme, 


daB eine bestimmte und zwar immer die gleiche Beziehung 
zwischen Darmfiulnis und Atherschwefelsiureausscheidung be- 
steht, d. h. da8 bei jeder Anderung der Darmfiulnis eine ihr 
entsprechende gleichlaufende Schwankung in der Atherschwefel- 
sdureausscheidung im Harn eintritt. Irgend welche genauere 
Vorstellungen von der Art und dem Ort der Synthese waren 
dabei nicht vorhanden. 

Als erster warf Baumann die Frage auf, nach dem Orte 
der Bildung und erklart in seiner Arbeit:%) «Uber gepaarte 


1) v. Noorden, Lehrb. d. Path. d. Stoffwechsels, 1893, S. 245. 
*) Mester, Zeitschr. f. klin. Med, Bd. 24, S. 441. 

3) Baumann, Diese Zeitschrift, Bd. 10, S. 123. 

*) Wassilieff, Diese Zeitschrift, Bd. VI, S. 112. 

5) Morax, Diese Zeitschrift, Bd. 10, S. 318. 

6) Steiff, Zeitschr. f. klin. Med., Bd. 16, S. 311. 

7) Rovighi, Diese Zeitschrift, Bd. 16, S. 19. 

8) v. d. Velden, Virchows Arch., Bd. 70, S. 343. 

*) Baumann, Pfliigers Arch., Bd. 13, S. 285. 
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Schwefelsiure im Organismus, ob der Ort in der Leber, Niere 
oder Blut sei, wire noch unentschieden.» Spiter findet er zu- 
sammen mit Christiani,!) «daB die Niere jedenfalls der aus- 
schlieBliche Ort der Phenolschwefelséurebildung im Tierk6orper 
nicht ist». 

W. Kochs*) zerkleinerte die einzelnen Organe und fiigte dem 
Organbrei Blut derselben Tierart zu, dann digerierte er das Gemenge 
nach Zusatz von Phenol und schwefelsaurem Natrium im Luftstrom bei 
8° oder 12° oder Kérpertemperatur. Bei derartig verarbeiteter Leber, 
Niere, Pankreas und Muskel konnte er eine Synthese von Phenol und 
Schwefelsiure nachweisen, nicht so bei Thymus. 

Bongers®) vermutet in der Niere den Sitz der Synthese, dufert 
sich aber nicht bestimmt. Krawkow‘) kommt nach einer gréferen Ver- 
suchsreihe an Gallenfistelhunden zu dem sehr bestimmten Schlusse, <es 
ist auszuschliefien, dafi aufer dem Darm auch andere Quellen der Ent- 
stehung der Atherschwefelsiure im Organismus vorhanden sind», Kraw- 
kow unterband bei Hunden im Hungerzustande den Gallengang. Neben 
Gewichtsabnabme fand er gesteigerte Stickstoffausscheidung im wesent- 
lichen durch Harnstoff und namentlich Harnsdure bedingt. Die absolute 
Quantitat der Atherschwefelsiure blieb fast unverindert, waihrend eine 
Vermehrung der praformierten Schwefelséure auftrat. Daraus zog er den 
soeben erwahnten Schluf. Der Leber schreibt er eine absorbierende und 
so eine dem Kérper erhaltende Wirkung in bezug auf héchst wichtige 
stickstoffhaltige Zerst6rungsprodukte der Gewebe zu. 

Landi®) wiederholt 1896 die Versuche von W. Kochs, doch resul- 
tatlos. Untersuchungen am Darm mit kiinstlicher Zirkulation bringen ihn 
jedoch zur Ansicht, dafi der Darm und nicht die Leber der Sitz dieses 
synthetischen Prozesses sei. 

Finizio®) wiederum entscheidet sich ein Jahr spater fiir die Leber, 
da bei einem Falle von Lebercirrhose nach Phenoldarreichung nur mini- 
male Steigerung der gepaarten Schwefelsdure auftrat. 


‘) Baumann u. Christiani, Diese Zeitschrift, Bd. 2, S. 353. 

2) W. Kochs, Pfliigers Arch., Bd. 20, S. 64, u. Bd. 23, S. 161. 

®) Bongers, Uber Synthesen im Organismus der Végel, Konigs- 
berg, Diss., 1887. 

*) Krawkow, Zentralbl. f. med. Wissensch., 1892, S. 932. 

®) Landi, Contributo allo studio della sintesi del’ acido fenol- 
solforica nell’ organisme. VII. Kongr. f. innere Med., Rom, 1896. 

*) Finizio, Contributo alla conoscenza della sede della sintesi 
degli eteri solforici. Riv. chim. e. terap. facc., Bd. 8, 1897; ref. in Malys 
Jahresber., Bd. 27, S. 425. 
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In demselben Jahre noch wies Minkowski‘) bei entleberten Ginsen 
Atherschwefelsiure nach. Ebenso 1900 S. Lang,*) der eine merkliche 
Anderung in der Ausscheidung vor und nach der Leberexstirpation nicht 
finden konnte. Er halt es fir nicht unwahrscheinlich, daf} diese Oxy- 
dation eine allgemeine Funktion der Kérpergewebe sei, und die Leber 
hierbei keine andere Rolle spiele als irgend ein anderes lebhaft funktio- 
nierendes Organ. 

Embden und Glaessner*) dagegen glauben sich dahin aus- 
sprechen zu miissen, daf bei der Bildung der Atherschwefelsiure bei 
weitem in erster Linie die Leber das in Betracht kommende Organ sei. 
Sie bedienen sich der Durchblutungsmethode an herausgenommenen iiber- 
lebenden Organen von Hunden und zwar untersuchten sie Leber, Mus- 
keln, Niere, Lunge und Darm. Aufer in der Leber fanden sie noch 
geringe Mengen von gepaarter Schwefelsdure in Niere und Lunge. Die 
Muskulatur sei an der Synthese nicht nennenswert beteiligt; auch konnte 
fiir den Darm eine solche Beteiligung nicht nachgewiesen werden, 

Schlieflich liegt noch eine Untersuchung von Satta‘) vor, der ver- 
schiedene Organe von mit Phenol vergifteten Hunden auf Gehalt an ge- 
paarter Schwefelsaure priift. Auf 1000 g Organ findet er bei Leber 0,318, 
Niere 0,031, Magen 0,024, Blutserum 0,021, Muskeln 0,0007 g. Darnach 
sieht auch er in der Leber die Hauptbildungsstaitte und vermutet im 
Darm, Niere, Lunge und Magen nur geringe Synthesen. 

Trotz dieser vielen Forschungen vermissen wir einheit- 


liche wie tiberzeugende Resultate. Das liegt teils an nicht ein- 
wandsfreien Versuchsanordnungen, teils daran, da sich Befunde, 
erhoben an Experimenten, auferhalb des K6rpers nicht einfach 
auf den Organismus selbst tibertragen lassen. Meist nun dreht 
es sich bei den Ergebnissen um Darm oder Leber und gerade 
dies letztere Organ wird auch in den verschiedenen Handbiichern 
der Physiologie als Bildungsstatte angegeben. Wire dies richtig, 
dann miiBte fraglos eine Ausschaltung dieses Organes im Or- 
ganismus Ausfallserscheinungen in der Atherschwefelsiiureaus- 
scheidung mit sich bringen. Obgleich sich diese Fragestellung 
von selbst ergibt, wurde dennoch, abgesehen von Minkowskis 





1) Minkowsky, Stérung der Leberfunktion. Erg. d. allg. Path. u. 
path. Anatomie, 1887, S. 740, Fufnote. 

*) S. Lang, Diese Zeitschrift, Bd. 29, S. 305. 

5) Embden u. Glaessner, Hofmeisters Beitrige, Bd. 1, S. 310, 
1902. 

4) Satta, Arch. ital. de Biol., Bd. 49, S. 144, ref. in Jahresber. 
d. Tierchemie, 1908, Bd. 38, S. 587. 
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und Langs Leberexstirpation an Gansen, sehr wenig zu ihrer 
Léosung beigetragen. 

In der Anlegung der Eckschen Fistel in der Modifikation 
von Fischler haben wir jetzt ein brauchbares Verfahren fiir 
funktionelle Leberausschaltung, und so habe ich auf die An- 
regung und unter Beihilfe von Herrn Dr. Fischler versucht, 
zur Klarung der Frage nach der Bildungsstitte der Ather- 
schwefelséure beizutragen. 

Uber die Folgen friiherer Leberausschaltungsversuche bei 
Saugetieren liegen nur sparliche Erfahrungen vor, da nach der 
Ofters geiibten Leberexstirpation die Tiere meist schnell starben, 
ebenso binnen 1—2 Stunden nach Pfortaderunterbindung infolge 
der plotzlich hervorgerufenen gewaltigen Stauung. Oré!) suchte 
diese Gefahr durch Anlegung einer lockeren Fadenschlinge um 
die V. p. und langsame Thrombosierung zu umgehen. Aber 
Schiff?) wies nach, da’ sich dabei weite Kollateralen ent- 
wickeln, die das Blut aus den UnterleibsgefaBen zu der Leber 
fiihren. Slosse*) unterband die Artt. coeliaca, mesenterica 
sup. e. inf. und schaltete dadurch Leber, Milz, Pankreas, Magen 
und Darm fast vollstandig aus dem Kreislaufe aus. Leider 
kamen die Hunde binnen 5—14 Stunden ad exitum. Pick*) 
wiederum veratzte durch Schwefelsdureinjektion in den Ductus 
choledochus ausgedehnte Leberpartien und brachte sie so zum 
Absterben. Auch seine Hunde iiberlebten die Operation nur 
24—48 Stunden. 1900 kamen Salaskin und Zaleski5) wieder 
auf die Exstirpation zuriick, doch mit wenig Erfolg, da ihre 
Tiere nach 3—13 Stunden eingingen. 

Alle diese Methoden stellen einen so folgenschweren und 
plétzlichen Eingriff dar, daB ihn die Tiere meist nicht lange 
iiberleben. Ihre Lebensdauer ist gewohnlich zu kurz fiir brauch- 
bare Versuche und die wihrend dieser Zeit gefundenen Re- 





‘) Oré, Fonctions de la viene porte. Journ. de l’anatomie e. d. 
la phys., 1864, S. 556—d565. 

*) Schiff, Schweiz. Zeitschr. f. Heilkunde, Bd. 1, S. 5. 

*) Slosse, Arch. f. Phys. v. Du Bois Reymond, 1890. 

4) Pick, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 32, S. 382. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 29, S. 517. 
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sultate sind wohl wegen der jahen Stérung der ganzen Blut- 
verteilung und der Stoffwechselvorgiange nicht allein auf die 
Leberausschaltung zu beziehen. Anders gestalten sich die Er- 
gebnisse bei Hunden mit Eckscher Fistel. Diese Methode wurde 
1877 von Eck!) publiziert. Sie besteht, wie bekannt, in der 
Anlegung einer Anastomose zwischen Vena portae und Vena 
cava und darauffolgender Ligatur der V. p. vor ihrem Eintritt 
in die Leber. Selbst noch eine Ligatur der Art. hep., wie sie 
Stolnikow?”) dazufiigte, wurde gut vertragen. Stolnikow 
glaubte sogar, die Leber kénne trotzdem noch funktionieren, 
und erklart dies durch Ernihrung mittels riickliufigen Venen- 
blutes, worauf friiher schon einmal Cohnheim und Litten) 
sowie Bernhard‘) aufmerksam gemacht hatten. Die ersten um- 
fangreichen Versuche mit «Eckschen» Tieren wurden aber erst 
1892 unter Pawlow®) von Masen, Hahn und Nencki aus- 
gefiihrt. Pawlow hatte die Technik zwar verbessert, aber selbst 
zur eigenen Zufriedenheit noch nicht gelést. Er klagte noch 
liber Bruch des zur Anastomosenbildung verwandten Silber- 
drahtes, tiber haufige Verblutung teils wihrend der Operation, 
teils durch nachtragliche Lésung der Nahte. War der Prozent- 
satz der Sterblichkeit auch noch grof, so konnten dennoch 
diese Forscher eine Reihe von Resultaten zeitigen. Vor allem 
fiel ihnen auf, daB Eck-Hunde bei Fleischfiitterung Intoxika- 
tionserscheinungen darboten, die sie auf eine Vergiftung mit 
Carbaminsiure, die normaliter in der Leber in Harnstoff um- 
gewandelt wird, zuriickfiihrten. Weitere Versuche, die Technik 
zu verbessern, hatten wenig Erfolg. Erst 1909 fand Fischler,®) 
indem er zur Anastomosenbildung statt der starren Schere einen 
starken, diinnen Seidenfaden nach Art der Gilgischen Draht- 
sige verwandte, eine Modifikation, die fast ganz die Blutungs- 





') Eck, Journ. f. Kriegsmed., 1877. 

?) Stolnikow, Pfliigers Arch., Bd. 28, S. 255. 

5) Cohnheim u. Litten, Virchows Arch., Bd. 67, S. 153. 

4) Bernhard, Vorlesung tiber Diabetes, 1878. 

5) Pawlow, Massen, Hahn u. Nencki, Arch, f. exp. Pharm. u. 
Path., Bd. 32, S. 161. 

6) Fischleru.Schréder, Arch. f, exp. Path. u. Pharm., Bd. 61, S. 428. 
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gefahr beseitigte. Des weiteren erkannte Fischler') 1910 die 
Ursache mancher unerklarlicher Todesfalle nach vollkommen 
gelungener Operation in einer Fettgewebsnekrose, die als Folge 
ungehemmter Einwirkung des frei gewordenen Pankreasfermentes 
auf die in ihrer Widerstandsfahigkeit herabgesetzte Leber auf- 
tritt. Konnte Fischler das Steapsin in der Leber mittels 
eigener Methode?) an seiner fettspaltenden Wirkung erkennen, 
so wurde die Anwesenheit des Trypsins durch den Erfolg aktiver 
Immunisierung mit kauflichem Trypsin (Griibler) erwiesen. 

Was die quantitativen Schwefelbestimmungen betrifft, so 
haben wir jetzt auch bedeutend einfachere und genauere Ver- 
fahren. Die friiher gebréuchlichen Methoden, wie wir sie bei 
Baumann,') Salkowski,*) Schulze) und anderen angegeben 
finden, sind zeitraubend und vielleicht auch ungenauer als die 
von Folin und Benedikt. 

Das von uns eingeschlagene Verfahren gestaltet sich 
folgendermaBen: Der Harn wurde immer von frih 8 bis 8 
gesammelt und meist auf Eiweif und Zucker untersucht. Dann 
folgte die quantitative Bestimmung der Alkalischwefelséure, der 
Gesamtschwefelséure und des Gesamtschwefels. Die Differenz 
zwischen Gesamtschwefel und Gesamtschwefelsiure wurde als 
Neutralschwefel angesehen und die Differenz zwischen Gesamt- 
schwefelsiure und an Basen gebundener Schwefelsdure (Alkali- 
schwefelsiiure) ergab die Atherschwefelsiure. Die Analyse der 
Alkalischwefelsiure geschah nach Folins Vorschrift so: 25 cem 
Harn wurden in einem Kolben von 250 cem Inhalt mit 10 ccm 
HCl (1:4) versetzt und mit destilliertem Wasser auf 150 ccm 
aufgefiillt. Dazu kam tropfenweise 10 ccm BaCl, (5°/o). Nach 
mindestens einstiindigem ruhigen Stehen wurde der Nieder- 
schlag in einem Goochtiegel abfiltriert, gegliiht unter Exsikkator 
abgekiihlt und gewogen. Methodisch sei bemerkt, daf ich zum 
Ausgliihen der Goochtiegel auf Rat von Prof. C. G. L. Wolf, 





') Fischler, Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 100, Sept. 1910. 

*) Fischler, Beitrage zur allg. Path. u. path. Anatomie, Bd. 15, 1904. 
*) Baumann, Zeitschr. f. analyt. Chem., Bd. 17, S. 122. 

‘) Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. 10, S. 346. 

5) Schulz, Arch. d. ges. Physiol., Bd. 121, S. 114. 
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dem ich tiberhaupt sehr viele praktische Ratschlage verdanke, 
Makerbrenner benutzte, mit denen hohe Hitzegrade erzielt 
werden kénnen. Ferner gliihte ich die Tiege! in weiben Ton- 
zylindern und vermied so gréfere Warmeverluste. 

Zur Bestimmung der Gesamtschwefelsiiure wurde nach 
Folin der mit 10 ccm HCl (1:4) versetzte Harn vor dem Auf- 
fiillen mit Wasser eine halbe Stunde gekocht, dann genau so 
behandelt wie obige Analyse. Bei dem halbstiindigen Kochen 
muff man immer sehr vorsichtig die Flamme korrigieren, da 
der Harn sehr leicht spritzt und so Verluste unvermeidlich 
sind. Zwar gab Folin an, den Erlenmeyer-Kolben mit einem 
Uhrglas zu bedecken, doch immerwiahrendes T'anzen des Uhr- 
glases auf der Miindung des Kolbens ist die Folge und die 
Gefahr des Verlustes durch Uberspritzen nicht behoben. Mir 
bewahrte sich sehr gut ein etwa '/2 Meter hohes Abzugsrohr, 
das mit geschliffenem Endstiick gerade in den Hals des Kolbens 
paBbt. Bei dem spéteren Auffiillen auf 150 ccm wurde mit 
diesem Wasser das Rohr durchspiilt. 

Zur Analyse des Gesamtschwefels benutzte ich eine Methode 
von Benedikt,') die 1910 von C. G. L. Wolf und E. Oester- 
berg?*) in der biochemischen Zeitschrift verdffentlicht wurde. 
Natiirlich wurden immer Kontrollanalysen ausgefiihrt und der 
Harn so lange (unter Formol) aufbewahrt, bis die jeweiligen 
Versuchsreihen ihr Ende erreicht hatten. 

Zunichst modchte ich die Frage untersuchen, ob nach 
Leberausschaltung eine Verminderung der Atherschwefelsiure 
im Harn auftritt oder nicht. Lassen wir niémlich die Leber 
als Ort der Synthese gelten, dann miissen wir nach ihrer funk- 
tionellen Ausschaltung durch Anlegung einer Eckschen Fistel 
starke Verminderung der gepaarten Schwefelsiure im Harn 
erwarten. Spielt die Leber aber nicht die Hauptrolle dabei, 
dann diirfen sich die vor der Operation gefundenen Werte nicht 
viel 4ndern. Vorbedingung ist natiirlich, da die Ernihrung 
die gleiche bleibt. Da Ecksche Hunde, wie oben S. 335 er- 
wahnt, Fleischnahrung schlecht vertragen, wurden meine Ver- 


‘) Benedikt, Journ. of Biol. Chem., Bd. 6, S. 363, 1909. 
?) C.G. L. Wolf u. Oesterberg, Biochem. Zeitschr., Bd. 29, H. 6. 
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suchstiere fleischarm mit 50 g Hundekuchen, 2—3 Brdotchen, 
1/2 Liter Milch, Reis und Kartoffeln ernahrt. Dieselbe Nahrung 
wurde, wie gesagt, auch vor der Operation gegeben, um ver- 


gleichbare Werte zu bekommen. 


Versuch 1. 


Hund «Spitz», schwarzes, langhaariges, munteres Tier. 
Nachdem der Hund sich eine Reihe von Tagen an die oben 
genannte Nahrung gewOhnt hatte, begann der Versuch. 

Am Tage vor der Operation (13. XI.) Bestimmung der Atherschwefel- 
siure im Harn des noch normalen Tieres. 

14. XI. Operation, typische Ecksche Fistel, gelingt gut. Dr. Fischler 
hatte die grofie Freundlichkeit, diese, wie auch die iibrigen Operationen 
auszufihren. 

15. XI. Tier ganz wohl; keinen Harn. 

16. XI. Tier wohl, Analysen. 



































In BaSO, pro Harnmenge Ather- 
T Harn-| ali Mie oe 
ag ; a schwefel- 
p > - | ali- er- - ii 
menge ween osheretal- schwefel-| schwefel- wens — 
1911 schwefel| siure saure saure (Schwefel] in °/o 
13. XI. 770 2,7681 | 1,9496 | 1,8218 | 0.1278 0,8185 | 0,016 
14.  Operat.| 180 | 1,0881 | 0,6436) 0,5432 0,1004| 0,4445 | 0,055 
15. is - ~ - sie - - 
16. 400 1,3280 | 0,0672 | 0,0256 | 0,0416 | 1,2608 | 0,010 














Betrachten wir nun diese Werte, so finden wir, daf der 
nach der Operation gefundene Prozentsatz der Atherschwefel- 
saiure nicht viel nachsteht einem vorher beobachteten Werte. 
Da bei diesem Tiere an beiden Normaltagen (13. XI. und 14. XI.) 
schon starke Schwankungen auftraten, ist dieser Versuch gerade 
nicht sehr deutlich. Aber eine starke Reduktion ist jedenfalls 
nicht eingetreten. Klarer beweist dies der nachste Fall. 


Versuch 2. 
Hund «Ami» 9800 g. 


Vom 2. II. bis 4. If. 1912 wurden Analysen des normalen Tieres 
gemacht. Am 9. II. folgte nach vorhergegangener Immunisierung mit 
Trypsin die Operation, die sich bei dem etwas schmalen Tiere schwieriger 


gestaltete. Dauer 1°/s Stunden. 


10. und 11. Il. etwas Erbrechen. 
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12. Il. Tier wieder ganz wohl, frift gut. Nach glatter Wundheilung 
Bestimmungen am 20. und 21. II., die den ersten an die Seite gestellt 


werden sollen. 























In BaSO, pro Harnmenge Ather- 
Tag need G 7 -| 6 | ateen 7 iin ) IN ail schwefel- 
re - | Gesamt- ali- er- a ; 
1919 | 8" crwofel a) a aes aealal on 
2. Il. 725 | 3,0384 | 1,1542| 0,9860| 0,1682  1,8842 | 0,023 
8. 420 | 3,3516 | 2,2134| 2,0876 0,1258 | 1,1382 | 0,029 
4. 680 | 2,7608 | 0,9828 | 0,8235 0,1593 | 1,7780 | 0,023 
9.  Operat.|) — a -- -- oo | -- — 
20. 275 | 1,2744 | 0,4592) 0,4319 0,0273 | 0,8152 | 0,0099 
21. 400 | 2,2800 1,0992 | 0,9824 | 0,1168) 1,1808 | 0,029 




















Vergleichen wir hier die Zahlen vor und nach der Ope- 
ration, so finden wir vollkommene Ubereinstimmung, woraus 
deutlich folgt, dafi die funktionelle Leberausschaltung keinen 
FinfluB auf die Ausscheidung der Atherschwefelsauren hat. Bei 
beiden Tieren ergab der spétere Sektionsbefund einen voll- 
staindigen Verschlu8 der Pfortader an der Ligatur, eine ge- 
niigend weite Anastomose sowie eine verkleinerte Leber, wie 
sie bei Eckschen Tieren immer gefunden wird. 

Um nun die Leber nicht nur funktionell auszuschalten, 
sondern auch direkt zu schidigen, wurden folgende zwei Ver- 
suche unternommen. Zwei Eckschen Hunden wurde nach einer 
Reihe von Normaltagen alle zwei Tage 0,010 Phosphor mittels 
Schlundsonde verabreicht. Hierdurch sollte das Lebergewebe 
allmahlich immer mehr geschidigt werden. Dadurch miissen 
die von ihr abhangigen Stoffwechselvorginge immer steigende 
Ausfallserscheinungen zeigen. Betrachten wir uns daraufhin die 
Tabellen und die Kurven der beiden Hunde «Wolf» und «Flora», 
so bemerken wir, da8 die Kurve der Atherschwefelsiiure ab- 
solut keine Tendenz zu fallen zeigt, sondern eher héhere Werte 
annimmt. Hieraus diirfen wir wohl abermals schliefen, 
dab die Leber mit der Bildung von Atherschwefelsaure 


nichts zu tun hat. 
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“ate, In BaSO, pro Harnmenge Ather- 
me Gesamt-| Gesamt- | Alkali- | Ather- | Neutral- ry 
1911 eT schwefel —— —” veg schwefel} in °%/o 

| | 
Hund «Wolf». 
19. X. 1300 | 3,8220 | 2,4064| 2,0878 | 0,3186 | 1,4156 | 0,024 
20. 840 | 2.9358 | 1,4606 | 1,2264| 0,2342 | 1,4752 | 0,027 
21 370 | 1,1396 | 0,7229| 0,6763 | 0,0466 | 0,4167 | 0,012 
22. 1025 | 4.4593 | 1,3284| 1,1644| 0,1640| 3,1309 | 0,016 
23. 1430 | 26312 | 1,3556| 1,2695} 0,0861 | 1,2756 | 0,006 
24, 1000 | 2.8700 | 1,4940, 1,3220| 0,1720| 1,3760 | 0,017 
25, Phosph.J 1200 | 3,1850 | 1,7952| 1,7832| 0,0120} 1,3898 | 0,001 
26. 310 | 0,8928 | 0,5418 | 0,4921 | 0,0497 | 0,3510 | 0,016 
27 > 900 | 2.9520 | 1,5192| 0,9468 | 0,5724| 1,4328 | 0,063 
28. 570 | 1,8582 | 1,0054 | 0,8322 | 0,1732 | 0,8528 | 0,030 
Hund «Flora». 
18. X. 740 | 2.9526 | 1,6413| 1,4341| 0,2072 | 1,3112 | 0,028 
19. 1300 | 4,1730 | 1,5990| 1,4174| 0,1816 | 2,5740 | 0,014 
20, 830 | 27265 | 1,8011| 1,6377] 0,1633 | 0,9254 | 0,020 
ai. 830 | 3,8014 | 1,7363| 1,5272) 0,2091 | 2,0650 | 0,025 
22. 350 | 1,6765 | 0,6176 | 0,5439 | 0,0707 | 1,0589 | 0,020 
23. 1180 | 5.3979 | 3,3394| 3,0255 | 0,3138 | 2,0585 | 0,027 
2: 1112 | 6 2382 | 3,3033) 2.8127) 0,4906 | 2,9348 | 0,043 
5. Phosph. 720] 3,5136 | 2,2651| 1,9987| 0,2664| 1,2484 | 0,037 
26. 240 | 0.8028 | 0,4166| 0,3451 | 0,0715 | 0,3861 | 0,029 
97. : 810 | 5,3824 | 3,1428| 2,7377| 0,4050| 2,1396 | 0,050 
28. 200 | 0.8260 | 0,4896 | 0,4240 | 0,0656 | 0,3364 | 0,033 
29, , 800 | 5,0200 | 3,1248| 2,7200| 0,4048 | 1,8952 | 0,050 
30. 450 | 2.2882 | 1,2978| 1,1313| 0,1665| 0,9904 | 0,037 
31, ; 380 | 2.6885 | 1,6872| 1.4058 | 0,2814/ 1,0013 | 0,073 
1. XI. 310 | 2.3668 | 1,5989| 1,5860| 0,0129| 0,7689 | 0,0044 
2. > 500 | 38,7575 | 2,6750) 2.2520} 0,4230) 1,0825 0,084 
3. — — — — — _ — 
4. , 800 | 6.7280 | 5,4943| 4,7776| 0,7167| 1,2337 | 0,089 
5. 410 | 3.7455 | 2.2869) 1,9425 | 0,3444| 1,4583 | 0,081 
6. ; 460 | 3,9928 | 2,6208) 2,1509| 0,4699| 1,3720 | 0,100 
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Noch auf eine dritte Art gelangte ich zur selben Ansicht. 
Ausgehend von der Erfahrung, da’ Zufiihrung solcher K6rper, 
die als Atherschwefelsiure ausgeschieden werden, eine Steige- 
rung herbeifiihren, richtete ich den nachsten Versuch so ein, 
daB ich demselben Tiere vor und nach der Operation die gleiche 
Dosis eines Phenolkérpers gab. Beruht nun die Atherschwefel- 
sduresynthese auf einer spezifischen Tatigkeit der Leber, dann 
muf die vor der Operation zu erwartende Steigerung nach An- 
legung der Eckschen Fistel ausbleiben. 

Dem Hunde «Ami» wurden vor der Operation an zwei 
Tagen hintereinander 0,5 g Lysol per os eingefiihrt, ebenso an 
zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach Anlegung der Fistel. 
Auferdem erhielt der Hund noch Indol vor der Operation, um 
zu beobachten, ob die Ausscheidungsgr6éBe nach Phenol- oder 
Indolgabe wesentlich verschieden ist. Tollens!) behauptet nim- 
lich, per os eingefiihrtes Indol paare sich mit Schwefelsduren, 
Phenol mit Glukuronsiure. Entsprechend dieser dem Indol zu- 
geschriebenen Vorliebe zur Bindung mit Schwefelsaéure war eine 
starkere prozentuale Ausscheidung zu erwarten. Es wurde aber 
eine fast gleiche, eher sogar eine etwas niedrigere 
Ausscheidung beobachtet. Als Indolkérper benutzte ich 
a-Methylindol, das ich nach Emil Fischers?) Vorschrift aus 
Phenyhydrazin und Aceton selbst herstellte. 

Verfolgen wir nun die Zahlen in der letzten Spalte dieser 
Tabelle, so sehen wir, dafi nach der Lysolgabe am 17. I. und 
18.1. die Atherschwefelsiureausscheidung prozentual stark in 
die Hohe ging und zwar um das 5—6fache, ebenso nach Indol- 
gabe. Dieser Befund war ja zu erwarten. Als das Tier aber 
nach der Fisteloperation am 21. II. und 22. II. wieder die gleiche 
Dosis Lysol erhielt, schnellte der Wert sogar um das 6—10fache 
in die Héhe. Die Leber ist also jedenfalls zur Synthese 
nicht nétig. Weiter traten aber merkwiirdige Folgen ein. 
Wahrend vorher diese Dosis sehr gut vertragen wurde, stellten 
sich jetzt bei der gleichen Menge schwere Vergiftungser- 





1) Tollens, Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 138, 1910. 
*) Emil Fischer, Anleitung zur Darstellung organischer Praparate. 
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scheinungen ein, die schlieBlich ad exitum fiihrten. Naheres 
ersehe man aus dem Protokoll. 


Hund «Ami». 



































oe In BaSO, pro Harnmenge Ather- 

— Slenanat--omeat-| saute. sheen daa 
1912 ils schwefel a — og schwefel] in °/o 

15. I. 400 | 1,4000 | 0,4144! 0,3568| 0,0576! 0,9856 | 0,014 
16. 950 | 3,2300 | 1,3604;) 1,2084; 0,1520;} 1,8696 0,016 
17. 0,5 Lysol] 1100 | 3,2120 | 1,5532! 1,4312/| 0,1220/ 1,6588 | 0,011 
18. 0,5 » 600 | 1,9500 | 0,7008 | 0,3000! 0,4008 | 1,2492 0,067 
19, 600 | 2,0520 | 0,5472! 0,2112! 0,3360| 1,5048 | 0,056 
20. 600 | 3,1980 | 0,8952 | 0,8232 | 0,0720 | 2,3028 0,012 
24. 0,5 Indol}] 850 | 2.3545 | 0,8840) 0,7518 | 0,1322 | 1,4705 0,015 
25. 900 | 4,6350 | 1,6056 | 0,9796 | 0,6260| 3,0294 0,069 
26. 450 | 1,6965 | 0,5112] 0,4302 | 0,0810;| 1,1853 0,018 





























Nach der Operation. 
21.11.0,5Lysolf 400 | 2,2800 | 1,0992| 0,9824 | 0,1168 | 1,1808 | 0,029 


22, 0.5 » | 500] 3,0000 | 1,2620| 0,6420) 0,6200| 1,7380 | 0,124 
23. 300 | 1,5300 | 0,8700| 0,1368 | 0,7332| 0,6600 | 0,245 
24. 175 | 1,1900 | 0,5103 | 0,3437| 0,1666| 0,6797 | 0,095 




















23. II. Nachmittags treten Krimpfe auf. Gegen Abend tobt das Tier im 
Kifig, versucht zu beifien und fahrt gegen jede sich nahernde 
Person los. 

24. II. Friih klonische Krampfe in vorderen Extremitéten. Hintere Extremi- 
taiten gelihmt, wedelt aber noch mit dem Schwanze und leckt. Seine 
Aufmerksamkeit kann erregt werden. Temperatur 40°. 

Abends keine Krimpfe mehr, nur Lahmung der hinteren 
Extremititen. Tier bewegt sich mittels Vorderbeinen und schleppt 
Hinterkérper auf dem Boden nach. 

25. Il. Liegt auf der Seite und zuckt bestandig im Bereich der vorderen 
Extremititen, des Halses und Kopfes. Sensorium benommen. Erbricht. 

26. Il. Befund derselbe. Temperatur 37,5°. Subcutane Injektion von 200 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung. Warmes Bad. Pupillen starr. 

27. Il. Starb friih. Sektion zeigte den Befund einer gut gelungenen Ope- 
ration. Todesursache konnte dem Sektionsbefund nicht entnommen 


werden. 
Fraglos haben wir es hier mit Vergiftungserscheinungen 


zu tun, die infolge der Lysolgabe auftraten. Da bei derselben 
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Dosis vor funktioneller Leberausschaltung nichts dergleichen 
auftrat, darf man diese Reaktion des Tierorganismus nachher 
wohl auf den Ausfall der Lebertatigkeit beziehen. Jedenfalls 
wirkt die Leber entgiftend auf diese Stoffe. Bei der Suche nach 
der Art dieses Vorganges lage es ja nahe, an die Atherschwefel- 
siuresynthese zu denken, aber daf gerade sie nicht der 
springende Punkt ist, sehen wir daran, dafi wir ja eine be- 
deutend vermehrte Ausscheidung von Atherschwefelsiure im 
Harn finden. Diese Synthese geht eben unabhangig von 
der Leber vor sich. Hier mu8 also der Leber eine ent- 
giftende Eigenschaft ganz anderer Art innewohnen, 
die wir noch nicht niher kennen. 

Es wurde sofort die Darreichung von Lysol an einem 
anderen Eck-Hund wiederholt, nur mit dem Unterschiede, daf 
wir die zweite Lysolgabe nicht Tags darauf, sondern erst nach 
dem Abklingen der ersten gaben, um nicht abermals das Tier 
zu toten. Die néchste Tabelle zeigt uns diesen Versuch. Wir 
erkennen hier wieder sehr deutlich die starke Steigerung der 


Ausscheidung nach Lysolgabe. 


Hund «Schnauzer» III. 


LL LLL. 


Si, In BaSO, pro Harnmenge Ather- 
Datum SS  -—_]schwefel- 
Gesamt-| Gesamt-| Alkali- | Ather- | Neutral-]| sdure 
menge ' schwefel-| schwefel-| schwefel- 
1912 schwefel | saure saure saure |schwefel] in %9 





28.11.0,5 Lysol] 650 | 2,5675 | 1.0582} 0,9230| 0,1352  1,5093 | 0,021 





29, 450 } 25470 | 0,6480 | 0,0612 | 0,5668 | 1,8990 | 0,130 
1. IL. 400 | 1,6240 | 0,5920 | 0,4752 | 0,1168 | 1,0320 | 0,029 


2 - “a me a 
300 | 14,5000 | 1,2336 | 1,1796 | 0,0540  0,2664 | 0,018 
550 | 3,6025 | 1,2326) 1,6510) 0,1816 1,7699 | 0,033 
0,5Lysol] 275 | 41,5930 | 1,0665/ 0,9900  0,0755 | 0,5265 | 0,027 
400 | 2,0720  0,9312) 02400, 0,6912  1,1408 | 0,172 
400 | 2,1000 | 0,6576 | 0,5424| 0,1152) 1,4524 | 0,029 
700 | 1,4840  1,1392) 1,0528) 0,0864 0,3448 | 0,012 














DIP 8 wm ow 


Bei diesem Tiere wurden so schwere Nebenwirkungen 
nicht beobachtet. Das vorher gutmiitige und zutrauliche Tier 
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ainderte sich nur insofern, als daf es nach der Gabe zwei Tage 
lang sehr aggressiv und ungemiitlich wurde. Es fleschte bei jeder 
Anniherung die Zahne, fuhr gegen die vordere Kiafigwand los 
und versuchte zu beifen. Nach kurzer Zeit schwanden aber 
diese Symptome. 

Auch auf Grund dieser Versuche kommen wir zu der An- 
sicht, dab die Leber zur Synthese der Atherschwefelsiurebildung 
nicht notig ist. 

Um zu untersuchen, wie sich unter diesen Verhaltnissen 
die BeeinfluBbarkeit vom Darme aus gestaltet, wurden eine 
Reihe von Versuchen mit Salzsiéure, Opium, Kalomel, Sublimat, 
per os und subcutan, sowie Sulfoharnstoff angestellt. 

Nach Salzsiiuregabe konnte ich gar keine Anderung in 
der Ausscheidungsgrife der Atherschwefelsiure hervorrufen und 
trete der Ansicht v. Noordens bei, da’ die Salzsiure wenig 
oder gar keinen EinfluB auf die Darmféulnis hat. 

Nach Verabreichung von Opium (2 X 20 Tropfen Tct. op. 
simpl.) trat am zweiten Tage eine Steigerung in der Ather- 
schwefelausscheidung auf. Da auch der Stuhl am Tage der 
Opiumgabe, sowie am niichsten, sehr minimal war, ist die Ver- 
mehrung wohl auf die durch die Obstipation gesetzten giinstigen 
Bedingungen zur Eiweiffaulnis zuriickzuftihren, worauf ja schon 
v. d. Velden,') wie oben erwahnt, hinweist. 

















Ver- Alkalischwefel- Atherschwefel- 

er Harn- 7 Neutralschwefel 
suchs- siure sdure 

lag pene lin BaSO,) % fin BaSO,| %/o ‘fin BaSO,| 
1 Opium] 620 1,6438 | 0,265 0,0525 | 0,0084 | 0,8457 0,136 
2 7 ee Oe Oe, ee ee 
3 850 1,1150 | 0,130 0,1090 | 0,0128 | 2.2335 0,262 
4 410 0,5986 | 0,146 0,0164 | 0,0040 | 2,7634 0,674 











Den nachsten Versuch machte ich mit Kalomel, indem 
ich dem Versuchstiere 0,2 g Kalomel in Milch gab. 


') vy. d. Velden, Virchows Arch., Bd. 70, S. 343. 
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Ver- | par. | Alkalischwefel-| Atherschwefel-| — Neutral- 
suchs- sdure sdure schwefel 
tag = |™°PE%inBaSO,| jo finBaSO,| %o JinBaSO,| °%o 
10,2HgCl] 410 | 0,6150 | 0,146] 0,0164 | 0,004] 2,7634 0,674] 0 
2 420 | 0,3847 0,085] 0,0252 | 0,006] 0,7897 0,188] Albumen 
3 530 | 0,8522 | 0,140] 0,1081 | 0,020] 0,7749 0,146] > 
4 380 | 0,3496 | 0,092] 0,5487 | 0,144] 0,2911 0,076 | sehr viel 
5 270 | 0,5994 | 0,222] 0,0465 | 0,017] 0,6336 0,234 wenig 
6 430 | 0,2064 | 0,048] 0,1410 | 0,032] 1,6521 0,384 0 
7 480 | 0,6019 | 0,125] 0,0192 | 0,004] 1,3857 0.288] 0 
Die erwartete Verminderung, sei es durch desinfizierende, 


sei es durch laxierende Wirkung, blieb aber aus; dagegen setzte 
Tags darauf geringe Steigerung ein, die an den niichsten zwei 
Tagen erheblich zunahm, um allmahlich in 3 Tagen wieder zu 
verschwinden. Zugleich fand sich im Harn Albumen, deren 
Menge der Ausscheidungsgréfe der Atherschwefelsiiure ziemlich 
parallel ging. Es war also eine Nierenreizung eingetreten. Da 
nun keineswegs eine Vermehrung oder Konsistenzinderung in 
den Faeces des Versuchstieres eintrat, auch keine konsekutive 
Diurese, ist wohl auch hier eine Reizung der Darmschleimhaut 
durch die dem Kalomel bei griéferen Gaben innewohnende, 
dem Sublimat ahnliche Giftwirkung anzunehmen. Fiir das 8200 g 
schwere Versuchstier waren 0,2 g Kalomel vielleicht etwas 
viel. Ob durch diese Reizung die Darmschleimhaut «durch- 
gaingiger» geworden ist, fiir die EiweiBspaltprodukte oder fiir 
die schon gebildete Atherschwefelsiure, oder ob in der «Durch- 
lissigkeit» der Niere der Grund liegt, laéBt sich hiernach nicht 
entscheiden. Wahrscheinlich ist es, dafi die Darmreizung die 
Hauptrolle dabei spielt, analog dem niachsten Versuche mit 
Sublimat per os. 

Einem Versuchstiere wurde mehrmals 0,2—0,5 g HgCl, 
per os gegeben. 

In der Tabelle finden wir den jedesmal darnach erfol- 
genden Anstieg der Atherschwefelsiure. Vom 11. I. bis 16. I. 
konnten keine Analysen gemacht werden, da der Harn mit 
blutigem diinnfliissigem Kot vermischt war. Am 19. I. starb 
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Versuchstag | Harn [re |e sdure | schwete 

1911 menge tinBaSO,| °o jinBaSO,| °%o finBaSO,| °%o 
15. X11.0,33HgCl,| 480 | 0,6019 | 0,125] 0,0192 | 0,0040] 1,3857 | 0,288 
16. 325 | 0.4972 | 0,155] 0,0338 | 0,0105] 1,9715 | 0,616 
17. 730 | 0,4926 | 0,067] 0,0768 | 0.0105} 1,5768 | 0,216 
18. 590 | 0,4815 | 0,081] 0,0458 | 0,0077] 2,4934 | 0,422 
19. 0,2 HgCl,} 190 | 0,6025 | 0,317] 0,0446 | 0.0232] 0,1944 | 0,102 
20. 250 | 0,7980 | 0,319] 0,0894 | 0,0357] 0,3674 | 0,177 
21. 550 | 7,5944 | 1,380] 0,6248 | 0,1126] 0,9053 | 0,164 
22. 800 | 0,1568 | 0,019] 0,5874 | 0,0734] 1,1248 | 0,140 
23, 700 | 0,7280 | 0,104] 0,0320 | 0,0045} 2,1380 | 0,305 

1912 
3. I. 0,3 HgCl,} 120 | 0,6144 | 0,512] 0,0336 one 0,1958 | 0,163 
4, 240 | 0,3072 | 0,256] 0.0756 | 0,0315] 0,4452 | 0,185 
5. 170 | 0,7222 | 0,424] 0,1564 0.0920] 0,5919 | 0,348 
6. 110 | 0,6450 | 0,586] 0,0642 | 0,0583] 0,3897 | 0,354 
7. 475 | 1,0298 | 0,219] 0,0356 | 0,0075] 1,6516 | 0,351 
8. 0,5 HgCl,} 310 | 0,6448 | 0,208] 0,0298 | 0,0096] 1,0893 | 0,351 
9, 270 | 0,2160 | 0,080] 0,0702 0,0260] 0,5508 | 0,204 
10. —— _ _ pan -_ -_ aie 
19. + dane Masel 011962 | 0,654] 0,0234 | 00780] 0,1842 | 0,614 

















das Tier, nachdem es vom 16. I. ab anurisch war. Es wurde 
noch eine Analyse mit dem in der Blase gefundenen Harn 
gemacht. Die starke Steigerung bei den ersten zwei Versuchen 
ist wohl durch direkte Darmschiadigung entstanden. Bei den 
spiteren zwei Versuchen ist der Anstieg geringer, da jedenfalls 
hier schon eine bedeutende Nierenschadigung bestand, wie aus 
den geringen Harnmengen und der spiiter einsetzenden Anurie 
hervorgeht. 

Unterstiitzt wird dieser Befund durch zwei Versuche mit 
subcutaner Injektion von Sublimat. Zuerst wurde einem 9000 g 
schweren Hunde, «Schnauzer I», 0,3 g HgCl, subcutan in 100 em 
physiologischer Kochsalzlésung injiziert. Das Tier starb Tags 
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darauf. Die absolute Ausscheidung war fast gleich, nur pro- 
zentualiter war sie geringer. 

Bei einem zweiten Tiere («Schnauzer II») wurde nur 
0,1 g HgCl, eingespritzt. Hier trat deutliche Verminderung auf 
und nach dem dritten Tage Anurie, bis zu dem drei Tage spiiter 
eintretenden Tode. 

Bei dieser subcutanen Einfiihrung trat gleichzeitig oder 
friiher als im Darme eine Nierenschadigung ein, die die Aus- 
scheidung ihrerseits beeinfluBte. 





Alkalischwefel-] Atherschwefel- Neutral- 
Harn- 

Versuchstag ' sdure siure schwefel 
menge 


1912 inBaSO,| %/o finBaSO,| °%o |inBaSO,| °%o 
| | | 

«Schnauzer I.» 

0,1411 oa 0,1445 |0,0630 


1,2672 [0,230 0,1584 [0,0288 


«Schnauzer II.» 

















1, 0.3HgCl, subcutan 





1,1004 | 0,500 
2.3391 | 0,425 











9.1.0,1HgCl,subcut.| 500 | 0,7730 |0,154] 0,1920 |0,0384] 0,5750 | 0,115 
Me ik aced as . | 320 | 0,2202 [0,068] 0,0550 0,0170] 0,4672 | 0,146 
Oe oa canaia Gas 650 | 0,4368 [0,067] 0,0156 0,025 | 0,6786 | 0,104 
ae 60 | 0,1140 [0,190] 0,0012 0,0020] 0,194 | 0,324 




















SchlieBlich untersuchte ich noch in Anlehnung an die im 
Januarheft dieser Zeitschrift 1912 erschienene Arbeit von Kenji 
Kojo aus dem Berl. path. Institut den Einflu8 von Sulfoharnstoff. 
Kenji Kojo') fand vermehrte Atherschwefelsiureausscheidung 
nach Darreichung von Sulfoharnstoff und anderen Schwefel- 
korpern. Ich gab einem 9000 g schweren Hunde «Foxel» am 
ersten Tage 2,0 g Sulfoharnstoff per os, den er aber schlecht 
vertrug. Das Tier winselte, wohl aus Schmerz, und fraB wenig. 
Am niachsten Tage erhielt es nur 1,5 g, was es gut vertrug. 
Abgesehen von einer Verminderung der Ausscheidung nach 
der ersten Gabe, was vielleicht auf geringere Nahrungsaufnahme 
zuriickzufiihren ist, trat an den nachsten Tagen eine 4 Tage 
lang anhaltende gesteigerte Ausscheidung auf. Man muf wohl 
annehmen, dai der zugefiihrte Sulfoharnstoff im Organismus 


1) Kenji Kojo, Diese Zeitschrift, Bd. 76, 2. u. 3. Heft. 
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dazu dient, die Schwefelséure zu bilden, mit der sich die 
Eiweifspaltprodukte paaren. 
«Foxels». 


— S Atherschwefel-} Neutral- 
ersuchstag prensa yeosait bent 


1912 inBaSO,| °o finBaSO,| °%o finBaSO,| °%o 





30. I. 2,0 Sulfoharn- 1,0052 |0,143 | 0,0644 |0,0092] 3,3054 | 0,472 


0,4356 |0,097] 0,0162 |0,0036] 2,0547 | 0,456 
1,1506 |0,209] 0,1452 10,0270] 5,0457 | 0,917 
0,9860 |0,130] 0,1682 |0,0230] 1,8842 | 0,261 
2.0876 |0,497 | 0,1258 |0,0290] 1,1382 | 0,271 
0,8235 |0,121] 0,1598 |0,0230] 1,7780 | 0,261 























Bei diesen Versuchen, die Ausscheidungsgréfe zu beein- 
flussen, laBt sich ihre Wirkungsweise nicht genau feststellen. 
Bei Opiumgabe bestehen folgende Moglichkeiten: Es kann durch 
langeres Verweilen des Darminhaltes im Organismus sowohl 
die Bildung der Eiweifspaltprodukte, sowie die Bindungs- 
moglichkeit dieser Stoffe mit Schwefelséure, analog dem Sulfo- 
harnstoffversuch, oder auch die Resorptionsmdéglichkeit ge- 
fordert werden. 

Dieselben Uberlegungen gelten auch ‘bei Kalomel und 
Sublimat per os. Ob hierbei die Eiweifspaltprodukte selbst 
vermehrt in den Organismus tibergehen, oder die schon syn- 
thetisierte Atherschwefelsiure, ist unentschieden. 

Diese Unsicherheit hangt eben unmittelbar mit der jetzt 
im Vordergrund stehenden Frage zusammen, ob die Synthese, 
nachdem im ersten Teile der Untersuchungen eindeutig fest- 
gestellt wurde, daf eine Synthese in der Leber jedenfalls 
keine ausschlaggebende Rolle spielen kann, etwa nur im 
Darm oder im gesamten Organismus statthat. Zu ldsen ver- 
mochte ich diese Frage nicht, doch kann man zugeben, dab 
die Méglichkeit zur Synthese iiberall im Kérper besteht (auch 
in der Leber), vornehmlich aber wohl im Darm, so lange wir 
den Darm als einzige Bildungsstatte der hierbei in Betracht 
kommenden Eiweifspaltprodukte noch ansehen missen. 
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Zur Methode der Bestimmung des Gesamt-N im Blute. 


Von 
Dr. Julius Liéwy, Assistenten der Klinik. 


(Aus der medizinischen Universitatsklinik R. v. Jaksch, Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. Mai 1912.) 





Zur Bestimmung des Gesamt-N im Blute hat v. Jaksch!’) 
im Jahre 1893 die Methode von Kjeldahl in einer diesem 
speziellen Falle angepaften, unten noch einmal beschriebenen 
Ausfiihrungsform empfohlen, und es sind seither zahlreiche Be- 
stimmungen nach diesem Verfahren ausgefiihrt worden. Da 
aber die Kjeldahlsche Methode von dem Gesamtblutstickstoff 
den Stickstoff des Himochromogens nicht zu bestimmen ge- 
stattet, konnte a priori vermutet werden, daf sie fiir diesen 
Fall ungeeignet sei, indem sie unrichtige und zwar zu niedrige 
Werte ergeben miisse. Eine Berechnung des Hamatin-N-Gehaltes 
des Blutes aus den folgenden Daten zeigt jedoch, dafi dieser 
wegen seiner Kleinheit bei weitem nicht die Fehlergrenze jeder 
N-Bestimmungsmethode auch nur erreicht und somit ganz ver- 
nachlassigt werden kann. 
Der Hamoglobingehalt des Blutes betragt im Mittel 13,5 %o 








» Hamatingehalt des Himoglobins 4,0 %/o 
» N-Gehalt des Hamatins —-9,07°/o 
Der Himatin-N-Gehalt des Blutes 0,05°/o, 


eine Menge, die mit annahernder Sicherheit iiberhaupt nicht 
bestimmbar ist. Nichtsdestoweniger habe ich im Auftrage meines 
Chefs an 2 Blutproben vergleichende Bestimmungen des Ge- 
samt-N nach Kjeldahl! und nach der allgemein giiltigen Methode 
nach Dumas ausgefiihrt, um auch experimentell die Zulassig- 
keit der Kjeldahischen Methode fiir diesen Fall zu erhirten. 

Die hierbei in Betracht kommende Modifikation des 
Kjeldahl-Verfahrens ist von v. Jaksch?*) ausfiihrlich be- 
schrieben worden und besteht im wesentlichen darin, daf in 
eigens dazu angefertigten, tiber Schwefelsiure getrockneten 
und auf einem Glasdreiecke gewogenen Kélbchen aus Jenenser 
Glas etwas Blut gebracht wird und dieses nach abermaliger 





1) v. Jaksch, Zeitschrift fiir klin. Medizin, Bd. 23, S. 191, 1893. 
*) v. Jaksch, l.c., S. 191. 
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Wagung dem Kjeldahl-Verfahren unterworfen wird. Zur Er- 
haltung einer absoluten Gewichtskonstanz sollen diese K6lbchen 
nur mit einer eigens hierzu konstruierten Zange berihrt werden. 
Um das Blut vor dem Verdunsten zu schiitzen, muB da’ Ge- 
fas mit einem Kautschukkaéppchen verschlossen werden. Nach- 
dem nun das Blut, das am besten direkt aus der Vene in den 
Kolben gebracht wird, in der tiblichen Weise mit Gunningscher 
Mischung und Schwefelséure versetzt ist, kann es, nachdem das 
Kélbchen mit einem langen, rechtwinklig gebogenem Kamin 
versehen wurde, nach einigen Stunden einer vorsichtigen Oxy- 
dation unterworfen werden. Die Substanzpartikelchen, die beim 
Oxydieren in den Kamin geschleudert werden kénnen, miissen 
durch vorsichtiges Abspiilen wieder in das Kélbchen zuriick- 
gebracht werden, jedoch la%t sich diese Fehlerquelle durch ent- 
sprechend langsames Erhitzen tiberhaupt vermeiden. 

Zur Bestimmung nach Dumas wurde das Blut — ver- 
wendet wurde ca. 5 Tage altes im Laboratorium unter Toluol 
aufbewahrtes, defibriniertes Rinderblut — in einem, im Wage- 
rohrchen gewogenen, grofen Kupferschiffchen aufgefangen, nach 
der Wigung mit einem sehr groBen UberschuB von feinem, aus- 
geglihtem CuO sehr sorgfaltig unter Verwendung eines Kupfer- 
drahtstiickes gemischt und ohne vorherige Trocknung im Liebig- 
Ofen verbrannt. ') 


Versuch 1. 
1,0768 g Blut, N-Gehalt nach Kjeldahl 3,97 9/0 
0.9786 >» » > » Dumas 
31,5 cem trockener N, t = 21°, p = 743 mm 3,65°/o. 
Versuch 2. 
0,7337 g Blut, N-Gehalt nach Kjeldahl 3,449) 
0.8956» » » » Dumas 


27,9 ccm trockener N, t = 17°, p= 727mm 3,51°/o. 
Die Ubereinstimmung der nach den beiden Methoden er- 
mittelten N-Werte des Blutes ist so gut wie die Ubereinstimmung 
') Die Bestimmungen wurden im deutschen pharmakologischen In- 
stitut ausgefiihrt und ich fiihle mich verpflichtet, Herrn Prof. Wiechowski 


fiir sein liebenswiirdiges Entgegenkommen und die mir gewahrte Anleitung 
zu dieser Methode bestens zu danken. 
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guter Dumasscher Bestimmungen mit den berechneten Werten 
bei Elementaranalysen tiberhaupt. Theoretisch wire immerhin 
zu fordern gewesen, daf die nach Dumas gewonnenen Werte 
noch héher tiber den nach Kjeldahl gefundenen lagen, als 
sich tatsiéchlich ergeben hat, so da’ man sagen kann, nach 
Dumas sei eine Spur zu wenig N gefunden worden. Das mag 
in der Schwerverbrennlichkeit des Blutes, in seinem Aschen- 
gehalt usw. begriindet sein. Es lag aber keine Veranlassung 
vor, durch Anderung des Verbrennungsmodus (Anwendung 
anderer Sauerstofftriiger, wie Bleichromat u. a.) zu versuchen, 
den zu gewinnenden Dumas-N noch in die Hohe zu treiben, 
da das mitgeteilte Resultat dem Anspruch auf jene Genauigkeit 
vollkommen geniigt, welche von einer gelungenen Elementar- 
analyse verlangt werden kann. 

Zu bemerken ist auBerdem noch, da’ v. Jaksch') hervor- 
hebt, daB der mittlere Fehler des Mittelwertes der Differenzen von 
85 nach seiner Methode durchgefiihrten Doppelbestimmungen 
nach der Methode der kleinsten Quadrate nach Kohlrausch 
berechnet + 0,0067 betriigt. 

Es geht demnach daraus hervor, daf die von v. Jaksch 
modifizierte Methode der N-Bestimmung im Blute nach Kjeldahl 
fiir klinische Zwecke sehr gut brauchbar ist und derzeit von 
keiner anderen Methode an Genauigkeit tibertroffen wird. 


) v. Jaksch, l. c., S. 199, 200. 


Zur Geschichte des Hamopyrrols. 
Erwiderung an die Herren Fischer und Bartholomaus. 
Von 


L. Marchlewski. 


Die letzte Erwiderung') der genannten Autoren bekraftigt mich 
in der Annahme, dafs dieselben leider meine Publikationen und meiner 
Mitarbeiter tiber die Azofarbstoffe des Hamopyrrols nur aus fremden 
Zusammenstellungen kennen. Hiitten sie sich der Mihe unterzogen, die- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 420 (1912). 
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selben in den Originalen zu lesen, so wiirden sie erfahren haben, daf 
diese Arbeiten fiir die Himopyrrolfrage in einem wichtigen Entwicklungs- 
stadium nicht von untergeordneter Bedeutung waren. Sie zeigten vor 
allem, dafs das Haimopyrrol in die Pyrrolchemie gehért (gegeniiber der 
Annahme, dafi es ein hydriertes Isoindol ist), dafS es C,H,,N ist (gegen- 
iiber der Annahme, dafi es C,H,,N sei) und endlich dafi es ein Gemisch 
darstellt. Diejenigen, die nicht Gelegenheit hatten, die gewonnenen Sub- 
stanzen selbst zu untersuchen, glauben den letzteren Schluf aus der Tat- 
sache ziehen zu miissen, dafs wir stets zwei Farbstoffe isolieren konnten, 
von denen der eine die Zusammensetzung (C,,H,,N,)HCl und der andere 
C,,H,,N,Cl besitzt. Dieser Schluf\ ist aber unberechtigt, denn Robel und 
ich haben gezeigt,') daf a,f,-Dimethylpyrrol ebenfalls zwei Farbstoffe 
geben kann, von denen einer vollkommen analog dem C,,H,,N,Cl aus 
Hamopyrrol ist. 

Letzterer ist demnach der erste Représentant einer Pyrrolazo- 
farbstoffgruppe von der allgemeinen Formel: 

(C,H, - N, — Pyrrol — Pyrrol — N, - C,H,)HC1, 
die vorher nicht bekannt war. 

Fiir die Chlorophyll- und Blutfarbstoffchemie sind simtliche Kom- 
ponenten des Nenckischen Himopyrrols von Wichtigkeit. Bis jetzt scheint 
nur die Natur des Phyllopyrrols endgiiltig entschieden zu sein. Ob der 
Hauptbestandteil wirklich 3-Athyl-4,5-Dimethylpyrrol ist, wird erst dann 
sicher erscheinen, wenn dieser Schluf durch die Synthese erhirtet ist. 
Und wenn dieses Problem erledigt ist, so bleibt noch dasjenige zu lésen, 
welches durch meine Arbeiten tiber die Azofarbstoffe des Rohhémopyrrols 
gestellt worden ist. Wie ist die Hamopyrrolkomponente gebaut, die einen 
Farbstoff liefert, der die Zusammensetzung eines Diszofarbstoffs hat? 
Der Behauptung von Fischer und Bartholomaus, dafi aus einem 
Gemisch von Pyrrolen die Isolierung eines einheitlichen Azofarbstoffs 
nicht mdglich ist, kann ich nicht zustimmen. Bedient sich ja sogar die 
Technik der Methode der Kuppelung zur Trennung von Gemischen. Zu- 
dem besteht eben keine Unsicherheit in der Frage, ob ein Mono- oder 
Diazofarbstoff vorliegt, wie ich durch die Zusammenstellung erwiesen 
habe; dies haben meine Gegner itibersehen und das Gegenteil nicht er- 
wiesen, sondern haben sich in Redensarten ergangen, die mit der dis- 
kutierten Angelegenheit in keiner Beziehung stehen. Unter diesen Um- 
stinden kann ich den Herren F. und B., deren Arbeiten einzig und allein 
auf den Resultaten anderer fufien, das Recht, sich iiber das Maf des 
Fortschritts, welchen meine Arbeiten in der Hamopyrrolfrage bilden, sich 
zu aufern nicht einraumen. 


1) Berichte, Bd. 43, S. 260 (1910). 





Krakau, den 20. Mai 1912. 




















2. phuiler 


Nach einem Klischee des Art. Instituts Orell Fiissli in Ziirich 











Zur Erinnerung 


an 


BE. Schulze. 


Mit einem Bildnis. 












Die biologische Wissenschaft hat einen grofen Ver- 
lust erlitten. Am Samstag den 15. Juni kurz vor 12 Uhr 
verschied in Ziirich nach langem, schwerem Krankenlager 
Prof. Dr. Ernst Schulze, dem die Pflanzenchemie und auch 
die Agrikulturchemie so viele bedeutende Untersuchungen 
verdankt. Dr. phil. Ernst Schulze, Dr. med. hon. causa 
der Universitit Heidelberg, Professor an der Eidgendssischen 
Technischen Hochschule, wurde in dem im Leinetal ge- 
legenen Flecken Bovenden bei Gottingen am 31. Juli 1840 
geboren. Sein Vater war lange Zeit Oberamtmann in 
Reinhausen. Sein Grofvater war der Hofrat G. E. Schulze, 
Professor der Philosophie inG6ttingen. Im Friihjahr 1858 
bestand Schulze sein Maturitétsexamen in Géttingen und 
bezog gleich darauf die dortige Universitat, wo er unter 
Fr. Wohler und Limpricht Chemie studierte. Das 
Sommersemester 1859 verbrachte er in Heidelberg bei 
Bunsen. Durch Vermittlung Wohlers erhielt er, nach 
noch nicht vollendeten Studien, im Jahre 1861 eine 
Assistentenstelle bei Lehmann in Jena, in gleicher Eigen- 
schaft war er sodann bei A. Geuther, dem Nachfolger 
Lehmanns, bis zum Jahre 1866 titig. Auf Zureden 
Wohlers tibernahm E. Schulze hierauf die Stelle eines 
Assistenten an der landwirtschaftlichen Versuchsstation 
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in Weende bei Gottingen. Hier, unter Hennebergs Leitung, 
des Begriinders der landwirtschaftlichen Fiitterungslehre, fiihrte 
er mit seinem Freunde M. Marcker eine Reihe tierphysiolo- 
gischer Versuche aus; die Ergebnisse dieser Untersuchung 
sind zum Teil in dem Journal fiir Landwirtschaft ver6ffentlicht. 
Mit Mircker publizierte er auch eine gréfere Untersuchung 
iiber die Zusammensetzung der rohen Schafwolle in dem Journal 
fiir praktische Chemie. 

Im Januar 1871 wurde ihm die Leitung der von A. Kraemer, 
seinem nachmaligen Schwiegervater, mitbegriindeten landwirt- 
schaftlichen Versuchsstation in Darmstadt iibertragen. Die 
Diingermittelkontrolle, die ausschlieBlich fiir praktische Zwecke 
bestimmten Kontrollanalysen waren nicht nach seinem Ge- 
schmack, und freudigen Herzens nahm er im Juni 1872 einen 
Ruf an das damalige Eidgendssische Polytechnikum in Ziirich 
an, wo er nun ununterbrochen 40 Jahre als Professor fiir 
chemische Facher und fiir. Agrikulturchemie an der landwirt- 
schaftlichen Abteilung tatig war. Da an dieser Anstalt Ein- 
richtungen fiir tierphysiologische und Kulturversuche nicht 
bestanden, muBte er zundchst ein neues Forschungsgebiet aus- 
findig machen. Nachdem die in Weende begonnenen Unter- 
suchungen tiber die Zusammensetzung des Wollfetts beendet 
worden waren, wandte er sich der Untersuchung der Pflanzen zu. 

Unsere Kenntnisse iiber die Zusammensetzung der land- 
wirtschaftlich wichtigen Nutz- und Futterpflanzen waren damals 
recht mangelhafte, und hier griff nun Schulze mit vielem 
Geschick ein. Eine grofe Anzahl von Abhandlungen tiber diesen 
Gegenstand finden sich in den Landwirtschaftlichen Versuchs- 
stationen und in dem Journal fiir Landwirtschaft. 

Unter Beniitzung von Mercurinitrat als Fallungsmittel 
gelang es ihm, aus Riibenséften das Glutamin zu isolieren. 

Im Jahre 1875 begann er seine Untersuchungen der stick- 
stoffhaltigen Verbindungen der Keimpflanzen. Damals fand die 
von Pfeffer ausgesprochene Ansicht, daf das pflanzliche EiweifB 
beim KeimungsprozeB in eine Zuckerart und Asparagin zerfallt, 
allgemeine Anerkennung. Bei Untersuchung der Keimpflanzen 
von Wicken, der Sojabohne, des Kiirbis, vor allem aber bei den ein- 
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gehenden, auf iiber drei Dezennien ausgedehnten Untersuchungen 
der Keimpflanzen von blauer, gelber und weifer Lupine wurde fest- 
gestellt, daB darin neben Asparagin auch dessen Homologes, das 
von Schulze entdeckte Glutamin, und verschiedene Aminosiuren 
sich vorfinden. In den Kiirbiskeimpflanzen, in welchen Asparagin 
nicht aufgefunden werden konnte, wird dieses durch Glutamin 
vertreten. In den Keimpflanzen der gelben Lupine wurden 
zwei bis dahin nicht bekannte Verbindungen: das Phenylalanin 
und das Arginin entdeckt. Aus den oben genannten Keim- 
pflanzen wurden Aminovaleriansdure, Leucin, Isoleucin, Tyro- 
sin, Prolin, Tryptophan, Histidin und Lysin, aus den Wicken- 
keimlingen das Guanidin gewonnen. Von diesen Verbindungen 
war nur das Leucin als Pflanzenbestandteil schon bekannt. 
Diese genannten Stickstoffverbindungen treten in den ver- 
schiedenen Keimpflanzen und in den verschiedenen Stadien 
ihrer Entwicklung in recht wechselnder Menge auf, und manche 
konnten nur in auferst geringen Mengen daraus dargestellt 
werden. Da nun das Asparagin oder in einigen wenigen Keim- 
pflanzen das Glutamin den weitaus gréfSten Teil der nicht 
eiweifartigen stickstoffhaltigen Verbindungen ausmacht, so ge- 
langte Schulze auf Grund seiner ausgedehnten Untersuchungen 
zur Ansicht, dai die Monoaminosiéuren und Basen beim Kei- 
mungsprozef in Asparagin bezw. Glutamin tibergehen und dann 
in den griinen Organen unter Zuhilfenahme der Assimilations- 
produkte wieder zu Eiweif regeneriert werden. Dieser An- 
sicht ist von Pfeffer widersprochen worden; sie fand aber, 
nachdem auch seine Schiiler weitere Aufklirungen in dieser 
Frage brachten, allgemeine Anerkennung. Somit war der 
EiweiBstoffwechsel in den Keimpflanzen aufgeklirt. Diese Unter- 
suchungen erbrachten auch den Nachweis, dafi die Spaltungs- 
produkte des pflanzlichen Eiweifes die gleichen sind, wie sie 
auch bei der Spaltung von tierischen Eiweifstoffen durch Fer- 
mente oder andere Agenzien entstehen. 

DaB im Stoffwechsel der Pflanze der Abbau durch Fer- 
mente erfolgt, wurde durch einen seiner Schiiler hier nach- 
gewiesen. Es wurde ferner gezeigt, dafi die in Keimpflanzen 
aufgefundenen stickstoffhaltigen Spaltungsprodukte auch durch 
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Zersetzung von pflanzlichen Eiweifsubstanzen mit Saéiuren oder 
Baryt erhalten werden kénnen. 

Die Konstitution des Leucins und Arginins wurde schon 
vor vielen Jahren eruiert. 

Man darf wohl sagen, daf die Untersuchungen Schulzes 
iiber die stickstoffhaltigen Pflanzenbestandteile viel dazu bei- 
getragen haben, dai unsere Kenntnisse tiber die Eiweifiver- 
bindungen heute so weit fortgeschritten sind. 

Die Untersuchung des Wollfetts ergab das Vorhandensein 
eines isomeren Cholesterins, des Isocholesterins. 

Bei Untersuchungen von Knollen der Stachyspflanze wurde 
das Stachydrin aufgefunden, dessen Konstitution auch in unserem 
Laboratorium ermittelt wurde. Das in Wicken von Schulze 
entdeckte Vernin erwies sich identisch mit dem Guanosin. 

Uberraschend war der Befund, daf in verschiedenen 
pflanzlichen Objekten Guanidin und Allantoin sich vorfindet. 
Letztere Stickstoffverbindung hatte man bis dahin wohl als aus- 
schlieflichen Bestandteil des Tierkérpers angesehen. Beriick- 
sichtigt man ferner noch, daB Schulze zuerst auch die Unter- 
suchung pflanzlicher Phosphatide in die Hand nahm und im 
Verein mit seinen Mitarbeitern nachwies, dafi das Lecithin die 
nimlichen Spaltungsprodukte liefert wie das Eierlecithin, und 
wenn man ferner in Betracht zieht, daB E. Schulze auch den 
pflanzlichen Cholesterinen seine Aufmerksamkeit geschenkt hat, 
so hat sein oft gemachter Ausspruch: «in der chemischen Zu- 
sammensetzung des Pflanzen- und Tierkérpers finden wir mehr 
Ubereinstimmung, als man anfanglich wohl vermuten durfte», 
vollige Berechtigung. 

Bei den langjahrigen Untersuchungen der Lupinenarten wurde 
auch das Alkaloid Lupidin entdeckt. Nachdem in den friiheren 
Jahren auf die weite Verbreitung des Cholins hingewiesen 
wurde, widmete sich Schulze in den letzten der Unter- 
suchung der Betaine. Die Ergebnisse der in dieser Zeitschrift 
dariiber publizierten Untersuchungen haben berechtigtes Auf- 
sehen erregt. 

Auch mit der Untersuchung stickstofffreier Substanzen hat 
sich E. Schulze lange Jahre hindurch beschiaftigt; die dabei 
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gewonnenen Versuchsergebnisse sind nicht nur fiir die Pflanzen- 
chemie, sondern auch fiir die Agrikulturchemie und fiir die 
Methodik der agrikulturchemischen Untersuchung von Bedeutung. 
In den Stachysknollen wurde die Stachyose entdeckt, die sich 
als ein Tetrasaccharid erwies; ein der Stachyose iihnliches, 
aber nicht krystallisierendes Kohlenhydrat, die Lupeose, wurde 
in Samen von Lupinen aufgefunden. 

Schon in Weende hat Schulze mit Henneberg oft 
dariiber gesprochen, dafi zuverlissige Methoden, die Mengen 
der Zellwandungen zu bestimmen, nicht vorliegen. Schulze 
hat dann gezeigt, weshalb das sogenannte Weende-Verfahren 
der «Rohfaserbestimmung» nach Henneberg keinen sicheren 
Aufschluf tiber die Mengen der Zellwandungen geben kann. 
Es wurde gefunden, daf die pflanzlichen Zellwandungen sich 
nicht nur aus dem Anhydrid der d-Glukose aufbauen, sondern, 
daf daneben in vielen Fallen solche der Xylose, der Arabinose, 
der Mannose und der Galactose vorhanden sind, und daB diese 
Mannane, Arabane, Xylane usw. gegenitiber verdiinnten Siuren 
eine weit geringere Widerstandsfihigkeit aufweisen als die eigent- 
lichen Cellulosen. Diese Zellwandbestandteile, die als Reserve- 
stoffe in vielen pflanzlichen Objekten auftreten, wurden von 
Schulze als Hemicellulosen bezeichnet. In seinen in ver- 
schiedenen Zeitschriften sehr ausfiihrlich beschriebenen Publi- 
kationen hat er die Ergebnisse seiner 40 jihrigen wissen- 
schaftlichen Tatigkeit einem grofen Leserkreis zuginglich 
gemacht. 

Mit riihrender Geduld hat er trotz seiner schwachen Augen, 
dank seinem aufiergewohnlichen Gediachtnis, noch mit Erfolg 
eigenhaindig bis zu seiner Erkrankung im Laboratorium titig 
sein kdénnen. 

An Anerkennungen fiir seine wissenschaftlichen Leistungen, 
an denen es ihm nie gefehlt hat, fand er trotz seiner groBen 
Bescheidenheit groie Freude. 

Mitte der 80er Jahre wurde ihm die silberne Liebig- 
Medaille zuteil. Seine Untersuchungen iiber die Bestandteile 
der Lupinensamen wurden im Jahre 1887 von der K6nigl. Ge- 
sellschaft der Wissenschaften in Géttingen preisgekront. 
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Besondere Ehrungen wurden ihm bei seinem 70. Geburts- 
tag zuteil, bei welchem AnlafB er zum Dr. med. hon. causa 
der Universitit Heidelberg promoviert wurde. 

Er hat sich mit seinen pflanzenchemischen Untersuchungen 
einen dauernden Namen in der Geschichte der biologischen Wissen- 
schaften gesichert. Seinen Schiilern bleibt er unvergeBlich. 


E. Winterstein. 











Uber Alkoholgarung. 
Von 
S. Kostytschew. 


Il. Mitteilung. 


Uber Bildung von Athylalkohol aus Acetaldehyd durch 
lebende und getotete Hefe. 


Von 
S. Kostytschew und E. Hiibbenet. 





(Aus dem botanischen Laboratorium des Technologischen Instituts und der Frauen- 
hochkurse in St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Mai 1912.) 


In der ersten Mitteilung wurde gezeigt, dafi bei der Zucker- 
vergarung durch kaufliches Hefanol in Gegenwart geringer 
Mengen von Zinkchlorid Acetaldehyd entsteht.!) Da Zinkchlorid 
bekanntlich eine Polymerisation des Acetaldehyds in Paraldehyd 
bezw. Metaldehyd bewirkt, so ist die Annahme naheliegend, 
dafi Acetaldehyd auch bei normaler Zuckergiérung voriibergehend 
entsteht und durch die polymerisierende Wirkung von ZnCl, 
nur vor der weiteren Verarbeitung zum Teil geschiitzt wird. 
Es ist auBerdem. schon, langst bekannt, dafi girende Hefe stark 
reduzierende Eigenschaften aufweist. Auf Grund dieser Betrach- 
tungen ist es ziemlich wahrscheinlich, daB Acetaldehyd ein 
intermedidres Produkt der Alkoholbildung vorstellt. Sollte es 
tatsachlich der Fall sein, so waren folgende Moglichkeiten der 
AnteiInahme des Acetaldehyds am Garungsvorgange in erster 
Linie zu erwahnen. ~~ 

1. Das Schema von Schade.*) Eine primére Zucker- 
spaltung fiihrt zur Bildung von zwei Molekiilen a-Milchsaure. 





1) Es ergab sich nachtraglich, daf} die Aldehydausbeute noch be- 
deutend gesteigert werden kann, wenn man anstatt Hefanol die «trockene 
Dauerhefe nach v. Lebedew> (kaufliches Praparat) verwendet. 

*) Schade, Zeitschr. f. physik. Chem., Bd. 57, S. 1 (1907). 
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I. C,H,,0, —~> 2 CH, ,CHOH- COOH. , | 

Es ist ohne weiteres oniilich, da diese Umwandlung 
einen ziemlich komplizierten Vorgang vorstellen mu8. An dieser 
Stelle wollen wir jedoch nur die letzte Phase der Girung ein- 
gehend betrachten. Die a-Milchséure wird zu Acetaldehyd und 
Ameisensiiure verarbeitet. 

Il. CH, - CHOH - COOH —-~+ CH, -COH ++ HCOOH. 

SchlieBlich wird Acetaldehyd durch Ameisensdure zu Athyl- 
alkohol reduziert. 

I. CH, - COH -- HCOOH —~+ CH, - CH,OH + CQ,. 

Der Umstand, da a-Milchsaure zu Athylalkohol und Kohlen- 
dioxyd nicht vergoren werden kann,!) spricht wohl nicht zu- 
gunsten der Schadeschen Theorie. Auch wurde eine fermen- 
tative Bildung von Acetaldehyd und Ameisensiure aus a-Milch- 
siure noch niemals wahrgenommen. Die Auseinandersetzungen 
von Franzen und Steppuhn?) zeigen zwar, daf ein Versuch, 
die intermedidiren Gérungsprodukte zu vergéren, unter Um- 
stinden versagen kann, doch verfiigen wir leider tiber keine 
anderen Mittel, einen bei der Girung auftretenden Stoff als 
intermediadres Girungsprodukt zu identifizieren. 

2. In der ersten Mitteilung*) wurde die Ansicht entwickelt, 
daf Athylalkohol durch einen anderen Reduktionsvorgang aus 
Acetaldehyd entstehen kann. Die primire Zuckerspaltung fiihrt 
zur Bildung von zwei Molekiilen Brenztraubensaure und aktivem 
Wasserstoff. eo eee 

I. C,H,,.O, —~ 2 CH,-CO-COOH + 4H. 

Bei diesem komplizierten Vorgange ware nach den Aus- 
einandersetzungen von A. Bach‘) eine Wasserspaltung unter 
Bildung von Oxyperhydrid anzunehmen. Weiterhin lagert sich 
der Wasserstoff an Wasserstoff aktivierende Stoffe (Redukasen) 
an. Nun erfolgt eine Spaltung der Brenztraubenséure durch 
G arboxylase. Nach den Untersuchungen von C. Neuberg und 


1) Buchner und Meisenheimer, Chem. Berichte, Bd. 43, S. 1773 


(1910). 
*) Franzen und Steppuhn, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 181 (1912). 
‘) S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 79, H. 1/2. 
‘) A. Bach, Biochemische Zeitschrift, Bd. 31, S. 447 (1911). 
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L. Karezag') wird diese Spaltung der Brenztraubensiure sowohl 
durch lebende als auch durch getétete Hefen mit grofer 
Energie bewirkt. 

IJ. CH, “CO. COOH —-~ CH,-COH + COQ,. 

Der sabibdetwe Acetaldehyd wird beim nail Verlauf 
der Garung durch den aktiven Wasserstoff sofort zu Athyl- 
alkohol reduziert. 

Il]. CH, -COH + H -+ H —- CH, - CH,OH. 

Diese Theorie beriicksichtigt also die Anteilnahme der 
Redukasen am Girungsprozesse. Die grofe Bedeutung der 
Redukasen bei der alkoholischen Giérung wurde schon liingst 
durch M. Hahn,*) Griiss*) und Palladin‘) hervorgehoben. 
In obigen Gleichungen ist die Redukasewirkung als eine Uber- 
tragung der Wasserstoffatome dargestellt, was auch sowohl 
den dlteren experimentellen Ergebnissen?) als den modernen 
Anschauungen*) vollkommen entspricht. Anderseits ist die 
Gleichung I] experimentell begriindet, wahrend eine biologische 
Spaltung von Milchséure zu Acetaldehyd und Ameisensiure 
vollkommen hypothetisch bleibt. 

Bereits wihrend des Niederschreibens dieser Zeilen ist 
uns die soeben verdffentlichte Mitteilung von C. Neuberg und 
J. Kerb®) bekannt geworden. Die genannten Forscher neigen 
sich ebenfalls zu der Voraussetzung, dafi Brenztraubensaure 
ein Zwischenprodukt der alkoholischen Girung ist, wéhrend 
die Schadesche Theorie experimentell nicht bestatigt werden 
konnte. Bei der Vergirung von Brenztraubensdure allein libt 
sich zwar Athylalkohol nicht nachweisen, doch lieferte die 
Vergérung von einem Gemisch f&quimolekularer Mengen von 





1) C. Neuberg und L. Karczag, Biochemische Zeitschrift, Bd. 36, 


S. 60, 68 und 76. 

*) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirung, 
S. 343 (1903). 

5) Griiss, Botanische Berichte, Bd. 26a, S. Poy (1908). 

*) W. Palladin, Diese Zeitschrift, Bd. 56, S. 84 (1908). 

5) A. Bach, Biochemische Zeitschrift, Bd. 31, _ 443 (1911); Bd. 33 
S. 282 (1911); Bd. 38, S. 154 (1912). 

6) C. Neuberg und J. Kerb, Zeitschrift fiir Garungsphysiologie, 
Bd. 1, S. 114 (Maiheft 1912). 
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Brenztraubensdure und Glycerin eine bedeutend grofere Alkohol- 
menge, als sie der Selbstgérung der Hefe entsprechen sollte; 
dieser Versuch gelingt jedoch nur bei Anwendung sehr be- 
trichtlicher Hefemenge (4,5 kg). Anderseits entsteht kein 
Alkohol bei Vergérung von Brenztraubensaéure in Gegenwart 
von Ameisensdure. 

Bei der Betrachtung der Versuchsergebnisse von Neuberg 
und Kerb kénnte man aber den Eindruck bekommen, daf 
Acetaldehyd tiberhaupt kein Zwischenprodukt der alkoholischen 
Garung vorstellt, und daf der bei Vergérung von Brenztrauben- 
siiure -+- Glycerin!) auftretende Athylalkohol nicht durch Re- 
duktion des primar gebildeten Acetaldehyds, sondern durch eine 
tiefgreifende Verainderung des gesamten Gérungsvorganges ent- 
steht. Zugunsten dieser Voraussetzung spricht namlich der 
Umstand, dafi Versuche der Verfasser, eine direkte Reduktion 
des Acetaldehyds durch Hefe in Gegenwart von Formiaten zu 
bewirken, durchaus negative Resultate ergaben. Der Acetaldehyd 
wurde in Form von Aldehydammoniak verwendet. Bereits 
friher erhielten auch Buchner und Meisenheimer?) negative 
Resultate mit Athylidenoxyformiat CH, . CHOH . O - CHO. 

In der ersten Mitteilung habe ich jedoch dargetan,*) dab 
die Polymerisation des Aldehyds -eine weitere Verarbeitung 
bereits verhindert; es liegt also die Annahme nahe, daf die 
von den genannten Forschern verwendeten Verbindungen 
ebenfalls unangreifbar sind. Diese Uberlegungen zeigen, daf 
nur der freie Acetaldehyd als Material fiir die Reduktion ver- 
wendet werden muf. Franzen und Steppuhn‘) haben zwar 
gefunden, dafi verschiedene Heferassen auf ®/200-Acetaldehyd- 
lésungen nicht zum Wachstum zu bringen sind, die Ergebnisse 
von Neuberg und Karczag®) zeigen jedoch, daB erwachsene 
_ 1) Bei normaler alkoholischer Garung wird nach Neuberg das 


System Brenztraubensiure +- Acetol vergoren. 

*) E. Buchner und J. Meisenheimer, Chemische Berichte, Bd. 43, 
S. 1794 (1910). 

°) S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 79, H. 1/2. 

*) Franzen und Steppuhn, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 175 (1912). 

5) C. Neuberg und L. Karezag, Biochemische Zeitschrift, Bd. 36, 
S. 60, 68, 76 (1911). 
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Hefezellen ziemlich grofe Mengen von Acetaldehyd vertragen 
koOnnen. 

Die nachstehend beschriebenen Versuche hatten den 
Zweck, zu erforschen, ob der freie Acetaldehyd durch lebende 
und getétete Hefen zu Athylalkohol reduziert werden kann und 
ob die genannte Reduktion des Acetaldehyds nur in Gegenwart 
von Ameisensiure zustandekommt, wie es nach dem Schade- 
schen Schema der Fall sein sollte. Die Untersuchungen wurden 
mit lebender Prefhefe, trockener Hefe nach v. Lebedew,') 
Hefanol, Zymin und Macerationssaft nach v. Lebedew') aus- 
gefiihrt. Da grdfere Mengen von Acetaldehyd lebende Hefe- 
zellen vergiften und in getéteter Hefe bezw. in Hefesaft eine 
Denaturierung der Eiweifstoffe hervorrufen, so wurde der Aldehyd 
in kleinen Portionen allméhlich hinzugefiigt. Nach Beendigung 
der Garung wurde der Inhalt der Giarkolben abdestilliert und 
das erhaltene Destillat durch wiederholte Destillationen ein- 
geengt. Die Abscheidung des tiberschiissigen Acetaldehyds 
geschah auf folgende Weise: Das vorher von etwa vorhandener 
Ameisensiiure befreite Destillat wurde mit Natriumbisulfit ver- 
setzt und nach einiger Zeit vorsichtig abdestilliert; hierbei 
wird der Acetaldehyd als Natriumbisulfitverbindung zuriick- 
gehalten; man hat nur dafiir zu sorgen, dafi nicht mehr als 
die Halfte der Fliissigkeit in die Vorlage iibergeht. Das er- 
haltene Destillat wurde von schwefliger Siiure durch eine andere 
Destillation, unter Zusatz von Natriumcarbonat, befreit. Waren 
alsdann die Aldehydreaktionen nicht vollkommen verschwunden, 
so wurde die Bearbeitung mit Natriumbisulfit wiederholt. Das 
zuletzt erhaltene Destillat war dann vollkommen frei von Acet- 
aldehyd und konnte fiir quantitative Alkoholbestimmung ver- 
wendet werden. Kontrollversuche ergaben, dali eine Reduktion 
des Acetaldehyds bei obiger Behandlung durchaus ausgeschlossen 
ist. Die Alkoholbestimmungen wurden mit Hilfe eines genauen 
mehr als 35 ccm fassenden Ostwaldschen Pyknometers aus- 
gefiihrt. 





1) A. v. Lebedew, Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 447 (1911). 
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Versuche mit PrefBhefe. 


Versuch 1. 


Zwei Kolben mit je 50 g PreBhefe und 500 ccm Wasser 
wurden 22 Stunden stehen gelassen. Der Kolben A wurde dreimal 
mit je 10 ccm einer "/2-Lésung von Acetaldehyd + Ameisen- 
siure versetzt. Im ganzen wurden also 660 mg Acetaldehyd 
.zugegeben. Der Kontrollkolben B wurde mit dem _ gleichen 
Volumen Wasser versetzt. Die Alkoholbestimmungen ergaben 
folgende Resultate: 

Kolben A. CH,-CH,OH = 539 mg 
» B. CH,-CH,OH = 207 » 
Differenz = 332 mg. 


Versuch 2. 


100 g PreBhefe wurden mit 200 ccm Wasser versetzt und 
31 Stunden in aller Ruhe belassen, dann abfiltriert, ausgewaschen, 
mit 11 Wasser angeriihrt und in zwei gleiche Portionen zu 
je 500 cem geteilt. Portion A wurde mit 15 ccm einer "/2-Lésung 
von Acetaldehyd +- Ameisensaure, Portion B mit 15 ccm Wasser 
versetzt. Nach 10 Stunden wurden die gleichen Zusiétze noch 
einmal gemacht. Nach weiteren 7 Stunden wurde der Versuch 
unterbrochen. Die Portion A erhielt 660 mg Acetaldehyd. 
A. CH,-CH,OH = 351 mg 
B. CH, -CH,OH = 108 » 
Differenz = 243 mg. 


Pa Versuch 3. 


Genaue Wiederholung des vorstehenden Versuchs; die 
Versuchsdauer betrug aber 22 Stunden. 
A. CH, -CH,OH = 341 mg 
B. CH,-CH,OH = 117 » 
_,. Differenz = 224 mg. 
Auch bedeutend geringere Hefemengen bewirken eine 
deutliche Reduktion des Acetaldehyds, wie aus folgendem Ver- 
suche zu ersehen ist. 
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Versuch 4. 


2 Kolben mit je 15 g Prefbhefe und 200 ccm Wasser er- 
hielten folgende Zusiitze. 
Kolben A. Drei Portionen zu je 5 ccm einer "/2-L6sung 
von Acetaldehyd +- Ameisensiiure. Aldehydzusatz 330 mg. 
Kolben B. Drei Portionen Wasser zu je 5 ccm. Versuchs- 
dauer 23 Stunden. 
A. CH, - CH,OH = 143 mg 
B. CH,-CH,OH = 90 ; 
Differenz = 53 mg. 


Es ergab sich also, dab PreBhefe immer eine deutliche 
Reduktion des Acetaldehyds bewirkt; die mit Aldehyd und 
Ameisensiure versetzten Kolben bildeten eine bedeutend grobere 
Alkoholmenge, als sie durch Selbstgérung geliefert werden 
kénnte. Nun ist eine derartige Aldehydreduktion nach dem 
Schadeschen Schema nur in Gegenwart von Ameisensaure 
moglich. Folgende Versuche zeigen jedoch, dafi die Reduktion 
von Acetaldehyd ebensogut bei Abwesenheit von Ameisen- 
sdure erfolgt. 


Versuch 5B. 


Zwei Kolben mit je, 50 g PreBhefe und 500 ccm Wasser 
erhielten folgende Zusatze. 
Kolben A. 26 ccm ®/2-Acetaldehydlisung (572 mg Acet- 
aldehyd) in mehreren Portionen. 
Kolben B. 26 ccm Wasser. 
Versuchsdauer 21 Stunden. 
A. CH, - CH,OH 373 mg 
B. CH,-CH,OH = 96 » 
Differenz = 277 mg. 


Versuch 6. 


Drei Kolben mit je 50 g PreBhefe und 500 ccm Wasser 


erhielten folgende Zusitze. 
Kolben A. 15 ccm "/2-Lésung von Acetaldehyd + Ameisen- 


saure. 
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Kolben B. 15 ccm "/2-Lésung von Acetaldehyd allein. 
Kolben C. 15 cem Wasser. 


Nach 10 Stunden wurden wiederum die gleichen Zusatze 
gemacht. Die Kolben A und B erhielten je 660 mg Acetaldehyd. 
Versuchsdauer 21 Stunden. 

A. CH, -CH,OH = 525 mg 
B. CH, - CH,OH 490 » 
C. CH, - CH,OH 225 » 


Versuch 7. 


Wiederholung des vorstehenden Versuches. Versuchs- 
dauer 20 Stunden. 
A. Acetaldehyd -+- Ameisenséure CH, -CH,OH = 668 mg 
B. Acetaldehyd allein CH, - CH,OH = 541 » 
C. Wasser CH, -CH,OH = 211 » 


In allen vorstehend beschriebenen Versuchen wurde also 
eine deutliche Zunahme der Alkoholmenge in den mit Acetal- 
dehyd und Ameisensaure oder mit Acetaldehyd allein versetzten 
Kolben wahrgenommen. Daf die bei der Reduktion des Acetal- 
dehyds entstehende fliichtige Substanz tatsiichlich Athylalkohol 
ist, wurde auf folgende Weise bewiesen. 

Die Destillate der mit Acetaldehyd und Ameisensiaure ver- 
setzten Portionen der Versuche 1, 2, 3 und 6 wurden vereinigt, 
durch wiederholte Destillation auf ein méglichst kleines Vo- 
lumen gebracht und fiir Darstellung von Athylalkohol verwendet. 
Auf Grund der pyknometrischen Bestimmungen muf die ge- 
samte Alkoholmenge der genannten Portionen gleich 0,539 
++ 0,351 +- 0,341 + 0,525 = 1,756 g sein. Ein Teil der De- 
stillate wurde zwar schon friher fiir Aldehydreaktionen, behufs 
Kontrolle der Vollkommenheit der Abscheidung von Acetal- 
dehyd, verwendet, doch wurde immerhin durch entwisserte 
Potasche 1,53 g absoluter Alkohol vom richtigen Siedepunkt 
78,5° isoliert, wihrend die Gesamtheit der entsprechenden Kon- 
trollportionen (auf Wasser) nur 0,207 + 0,108 + 0,117 + 0,225 
= 0,657 g Alkohol enthalten konnte. Das erhaltene Produkt 
wurde in p-Nitrobenzoesdureathylester iibergefiihrt und letzterer 
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durch Mischprobe identifiziert. 1,32 g Alkohol wurde mit der 
entsprechenden Menge von p-Nitrobenzoylchlorid am Riickflu8- 
kiihler erwéirmt, das Rohprodukt in Benzol gelést, zur Ab- 
scheidung von HCI, Uberschu8 von p-Nitrobenzoylchlorid und 
p-Nitrobenzoesiure mit Natronlauge ausgeschiittelt, die Benzol- 
lésung im Scheidetrichter abgetrennt und durch Verdunsten 
zur Krystallisation gebracht; zur volligen Reinigung wurde der 
Ester noch einmal aus Alkohol umkrystallisiert.1) Die Aus- 
beute betrug 4,1 g. 

Der erhaltene p-Nitrobenzoesiéureathylester zeigte den rich- 
tigen Schmelzpunkt 57°; nach Zusatz von reinem p-Nitrobenzoe- 
sdureathylester ist der Schmelzpunkt der Mischung gleich 57° 
geblieben. 

Es ist also ersichtlich, da’ in Gegenwart von Acetaldehyd 
eine deutliche Zunahme der Alkoholproduktion durch PreBhefe 
stattfindet. Der Umstand, daB Acetaldehyd nur langsam und un- 
vollkommen reduziert wird, ist leicht begreiflich: nach Zugabe 
von Aldehyd hat sich die Menge des zu reduzierenden Produktes 
vergrofert, wihrend das reduzierende Vermégen der Hefe nicht 
gesteigert wurde. Wenn man nach Zugabe von Acetaldehyd von 
Zeit zu Zeit kleine Proben der Fliissigkeit entnimmt und mit 
fuchsinschwefliger Saure versetzt, so kann man ziemlich gut 
beobachten, daf die erste Portion von Acetaldehyd nach wenigen 
Stunden beinahe vollkommen reduziert wird; nach Zusatz der 
zweiten Aldehydportion ist die Aldehydreaktion nicht mehr zum 
Verschwinden zu bringen; nach weiteren Aldehydzusatzen wird 
die Rotfarbung mit fuchsinschwefliger Siure immer schiarfer. Dies 
zeigt, daf die reduzierende Tatigkeit der Hefe allmahlich erlischt. 

Die mit lebender PreBhefe erhaltenen Resultate wurden 
durch Versuche mit Hefanol, Zymin und «trockener Hefe nach 





1) Bei dieser Methode wird méglicherweise ein geringer Teil des 
Esters durch Natroniauge verseift, aber die Reindarstellung des Produktes 
wesentlich erleichtert, da der p-Benzoesdureathylester namentlich aus 
absolutem Alkohol vorziiglich auskrystallisiert; die Verwendung von ab- 
solutem Alkohol ist selbstverstindlich nur nach Entfernung des iiber- 
schiissigen p-Nitrobenzoylchlorids ohne Bedenken zulassig. Wasserhaltigen 
Alkohol kann man ohne Trocknen nach Schotten-Baumann verestern. 
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v. Lebedew>» im allgemeinen bestiatigt; das reduzierende Ver- 
mogen der genannten Priparate steht allerdings demjenigen der 
lebenden Hefe nach. Die nach v. Lebedew getrocknete Hefe 
zeigte auBberdem eine starke Selbstgiirung. Als Antiseptikum 
verwendeten wir immer Toluol, welches sich mit Wasser nicht 
mischt und folglich leicht abgetrennt werden kann. 


Versuche mit Hefanol. 


Versuch 8. 
2 Kolben mit je 25 g Hefanol und 150 ccm Wasser er- 
hielten folgende Zusiitze: . 
Kolben A. Sechs kleine Portionen einer ®/10-Lésung von 
Acetaldehyd -++ Ameisensiiure. Aldehydzusatz 330 mg. 
Kolben B. Gleiche Menge von destilliertem Wasser. Ver- 
suchsdauer 38 Stunden. 
A. CH, -CH,OH = 377 mg 
B. CH, -CH,OH = 245 » 
Differenz =: 138 >» 


Versuch 9. 
3 Kolben mit je 25 g Hefanol und 150 ccm Wasser er- 
hielten folgende Zusitze: 
Kolben A und B. Je 55 ecm einer ®/10-L6sung von Acetal- 
dehyd -+- Ameisensaure (in fiinf Portionen; Aldehydmenge 242 mg 


auf je einen Kolben). 
Kolben C. 55 ecem Wasser. Versuchsdauer 39 Stunden. 


A. CH, -CH,OH = 296 mg 
B. CH, -CH,OH = 306 » 
C. CH, -CH,OH = 231 » 

Dieser Versuch zeigt, daB® die mit gleichen Mengen von 
Acetaldehyd und Ameisensaure versetzten Portionen vollkommen 
gleiche Alkoholmengen bilden. Dasselbe Resultat ergibt sich 
aber auch in dem Falle, wenn die eine Portion nur mit Acet- 
aldehyd allein behandelt wird. 


Versuch 10. 


Drei Kolben mit je 25 g Hefanol und 150 ccm Wasser 
erhielten folgende Zusitze: 
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Kolben A. 55 ccm "/10-Lésung von Acetaldehyd +- Ameisen- 
siure (in vier Portionen); Aldehydmenge = 242 mg. 
Kolben B. 55 ccm ®/10-Acetaldehydlésung (in vier Por- 
tionen). Aldehydmenge = 242 mg. 
Kolben C. 55 ccm Wasser (in vier Portionen). Versuchs- 
dauer 28 Stunden. 
! A. CH, - CH,OH = 299 mg 
B. CH, -CH,OH = 300 » 
C. CH, -CH,OH = 160 » 


In Gegenwart und bei Abwesenheit von Ameisensiiure 
wurden also gleiche Mengen von Acetaldehyd zu Athylalkohol 
reduziert. Auch im folgenden Versuche hat eine Reduktion von 
Acetaldehyd bei Abwesenheit von Ameisensiure stattgefunden. 


Versuch 11. 


Zwei Kolben mit je 25 g Hefanol und 150 ccm Wasser 
erhielten folgende Zusitze: 

Kolben A. Mehrere Portionen von ®/10-Acetaldehydlésung, 

im ganzen 90 ccm. Aldehydzusatz 396 mg. 
Kolben B. 90 ccm Wasser. Versuchsdauer 22 Stunden. 

A. CH, -CH,OH = 380 mg 

B. CH, - CH,OH = 130 » 

Differenz = 250 » 


Versuch mit Zymin. 


Versuch 12. 


2 Kolben mit je 25 g Zymin (glykogenarm) und 150 ccm 
Wasser erhielten folgende Zusatze: 
Kolben A. Vier Portionen einer "/10-Lésung von Acetal- 
dehyd -++ Ameisenséure zu je 10 ccm Aldehydzusatz 176 mg. 
Kolben B. 40 ccm Wasser. Versuchsdauer 48 Stunden. 
A. CH, - CH,OH = 207 mg 
B. CH,-CH,OH = 110 » 
Differenz om OF >» 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXIX. 26 
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Versuche mit trockener Hefe nach v. Lebedew. 


Versuch 13. 


Drei Kolben mit je 50g trockener Hefe (nach v. Lebedew) 
und 465 ccm Wasser (ohne Toluol) erhielten folgende Zusitze: 
Kolben A. 45 cem einer "/2-Losung von Acetaldehyd 
+- Ameisensaure in drei Portionen zu je 15 ccm Aldehydzusatz 
990 mg. 
Kolben B. 45 ccm einer ®/2-Lésung von Acetaldehyd allein 
in drei Portionen zu je 15 ccm Aldehydzusatz 990 mg. 
Kolben C. 45 ccm Wasser in drei Portionen zu je 15 ccm. 
Versuchsdauer 24 Stunden. 
A. CH,:-CH,OH = 821 mg 
B. CH,.CH,OH = 1159 » 
C. CH,-CH,OH = 727 » 


Versuche mit Macerationshefesaft. 


Der Saft wurde nach der Vorschrift von A. v. Lebedew') 
aus getrockneter Hefe dargestellt. Samtliche Angaben des ge- 
nannten Forschers haben sich bestaitigt. Der Saft vergirt mit 
grofer Energie Traubenzucker und Rohrzucker, zeigt aber keine 
Selbstgiirung. Da ohne Zuckerzusatz Kohlendioxyd vom Saft 
nicht gebildet wird, so ist es einleuchtend, daf auch die Alkohol- 
produktion vollkommen ausbleibt. Trotzdem ist der Saft immer 
alkoholhaltig; dies ist wahrscheinlich darauf zuriickzufihren, 
daB wéahrend des zweistiindigen Auf bewahrens im Thermostaten 
bei 32° eine gewisse Alkoholmenge durch Selbstgirung der 
«trockenen Hefe» entsteht. 

Wiihrend alle iibrigen Hefepriiparate eine deutliche Re- 
duktion von Acetaldehyd hervorgerufen haben, wurde in Ver- 
suchen mit dem nicht gaérenden Macerationssaft nach Zusatz 
von Acetaldehyd allein oder von Acetaldehyd und Ameisen- 
siure keine merkliche Zunahme von Alkohol wahrgenommen. 
Es scheint also, daB die Reduktion von Acetaldehyd nicht auf 
Kosten von Ameisensdure stattfindet. 


') A. v. Lebedew, Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 447 (1911). 
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Versuch 14. 


Drei Kolbchen mit je 32 ccm Macerationssaft erhielten 
folgende Zusatze: 
Kolben A. 110mg Acetaldehyd und 115 mg Ameisen- 
sdure (in 5 Portionen). 
Kolben B. 110 mg Acetaldehyd (in 5 Portionen zu je 
1 ccm "/2-Lésung). 
Kolben C. 5 ccm Wasser. 
Versuchsdauer 18 Stunden. 
A. CH,-CH,OH = 78 mg 
B. (CH, - CH,OH 104 » 
C. CH, -CH,OH 80 » 


Versuch 15. 


DreiK6lbchen mit je 25 ccm Macerationssaft (aus «trockener 
Hefe») erhielten folgende Zusitze : 
Kolben A. 143 mg Acetaldehyd und 149,5 mg Ameisen- 
sdure (in 6 Portionen). 
Kolben B. 143 mg Acetaldehyd (®/2-Lésung). 
Kolben C. 6,5 cem Wasser. 
Versuchsdauer 53 Stunden. 


A. CH,-CH,OH = 99 mg 
B. CH,-CH,OH = 84 » 
C. CH,-CH,OH = 93 » 


M. Hahn!) hat schon langst gefunden, da zwischen der 
Garwirkung und der Reduktionswirkung des Hefeprefsaftes und 
der Dauerhefe fiir Methylenblau ein auffallender Parallelismus 
besteht. Nun zeigt der Macerationssaft gar keine Selbstgarung. 
Wenn wir nach meinem obigen Schema annehmen, daf Athyl- 
alkohol durch eine Reaktion zwischen Acetaldehyd und wasser- 
stoffiibertragenden Stoffen entsteht, so kénnen wir leicht be- 
greifen, daf in Gegenwart von nur einer der beiden notwendigen 
Komponenten keine Alkoholbildung mdglich ist. Auch Neuberg 
und Kerb?) haben gefunden, da bei Vergirung von Brenz- 





1) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegarung, 
S. 343 (1903). 
2) Neuberg und Kerb, 1. c. 
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traubensdure in Gegenwart von Ameisensaure kein Alkohol 
entsteht. Hier liegt offenbar ein vollkommen analoger Fall 
vor, da bei der Giarung von Brenztraubensaure die Selbst- 
girung unterdriickt wird, wie es Neuberg und Karczag’) 
bereits friiher hervorgehoben haben; die Ameisenséure erweist 
sich aber als unwirksam. 

Wird nun der Macerationssaft mit Zucker versetzt, so 
erhilt er, wie zu erwarten war, sofort die Fahigkeit, Acet- 
aldehyd bei Abwesenheit von Ameisenséure zu reduzieren. In 
folgenden Versuchen wurde der Saft mit nur ganz geringen 
Zuckermengen versetzt; dies geniigte aber zu einer Reduktion 
des Acetaldehyds. Sehr beachtenswert ist der Umstand, daB 
die Zunahme der Alkoholproduktion von einer Steigerung der 
CO,-Abscheidung nicht begleitet war. 

Versuch 16. 

5 Girkdlbchen mit je 32 ccm Macerationssaft erhielten 
folgende Zusitze. 

Kolben A. 110 mg Acetaldehyd und 115 mg Ameisen- 
sdure in fiinf Portionen. 

Kolben B. 110 mg Aectaldehyd in fiinf Portionen. 

Kolben C. Das gleiche Volumen von Wasser. 

Kolben D. 1 g Traubenzucker (am Anfang des Versuches) 
und 264 mg Acetaldehyd (sechs Portionen). 

Kolben E. 1 g Traubenzucker (am Anfang des Versuches) 
und sechs Portionen Wasser. 

Die Kélbchen wurden mit Meisslschem GiarverschluB 
versehen. Versuchsaauer 39 Stunden. 

CO,-Bestimmungen. 























Zeit in Stunden Kohlendioxyd in g 
| @ i £.3 8): * 
17 0 0 0 0,32 | 0,33 
8 0 0 0 0,05 | 0,05 
= 4% | o 0 0 0,04 | 0,02 
39 0 0 0 0,41 | 0,40 




















') C. Neuberg und L. Karczag, Biochemische Zeitschrift, Bd. 36, 
S. 61 und 65 (1911). 
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Alkoholbestimmungen. 
A. CH, -CH,OH = 117 mg 
B. CH, -CH,OH = 128 > 
C. CH,-CH,OH = 106 » 
D. CH, - CH,OH = 662 » 
E. CH,-CH,OH = 516 » 

Die Portion E hat 0,40 g Kohlendioxyd und 0,41 g Alkohol 
(nach Abzug der im Safte bereits vorhandenen Alkoholmenge) 
gebildet. Die mit Acetaldehyd versetzte Portion D zeigte aber 
eine Mehrproduktion von 146 mg Alkohol. 


Versuch 17. 

Zwei Kélbchen mit je 38 ccm Macerationssaft erhielten 
folgende Zusitze: 

Kolben A. 528 mg Acetaldehyd in drei Portionen und 
1 g Traubenzucker (am Anfang des Versuches). 

Kolben B. 12 ccm Wasser in drei Portionen und 1 g 
Traubenzucker (am Anfang des Versuches). Versuchsdauer 
39 Stunden. 

Im Verlaufe der anfanglichen 6 Stunden wurde CO, nicht 
bestimmt. Spéterhin wurden von den beiden Portionen gleiche 


CO,-Mengen gebildet. 


, j A. CO, = 0,19 g 
In 24 Stunden B. CO, = 0,19 ». 


f A. CO, = 0,02 g 
In 9 Stunden \ B. CO, = 0,03 ». 


Alkoholbestimmungen. 
A. CH, - CH,OH = 574 mg 
B. CH, - CH,OH = 394 >» 

Differenz = 180 » 

Die Gesamtheit der in der vorliegenden Mitteilung be- 
schriebenen Versuche zeigt also, daB geringe Mengen von Acet- 
aldehyd bei allmihiicher Zugabe sowohl durch lebende, als 
auch durch getdtete Hefe zu Athylalkohol reduziert werden. 

Welchen Forderungen mu8 Gehtigtuting gewahrt werden, 
damit ein bestimmter Stoff als intermediares Produkt der alko- 
holischen Gaérung erkannt werden kann? Der fragliche Stoff muB: 











So 
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1. Bei der Zuckergiérung gebildet werden. 

2. Durch lebende oder getétete Hefe unter Alkohol- 
bildung verarbeitet werden k6nnen. 

Diese Bedingungen sind bisher nur fiir Acetaldehyd 
erfiillt, indem in der ersten Mitteilung!) das Auftreten von Acet- 
aldehyd bei der Zuckergirung dargetan worden war. 

Um eine schnelle Reduktion betrachtlicher Aldehydmengen 
erzielen zu kénnen, miissen wir selbstverstaéndlich zunidchst die 
reduzierenden Eigenschaften der Hefe besser kennen lernen. 
Derartige Untersuchungen kénnten zugleich zur Aufklarung der 
primaren Phase der Garung beitragen. 

Daf Acetaldehyd bei der Zuckergiérung durch eine Spal- 
tung der intermediir gebildeten Brenztraubenséure entsteht, 
wie es in meinem obigen Schema angegeben ist, erscheint als 
wohl méglich. Auch Neuberg?) selbst setzt voraus, daB Brenz- 
traubensiure ein Zwischenprodukt der alkoholischen Géarung 
vorstellt. Sollte es tatsichlich der Fall sein, so wiirde gleich- 
zeitig der Mechanismus der Kohlendioxydbildung bei der Zymase- 
girung aufgeklart werden. Eine Bestitigung dieser Hypothese 
kénnte allerdings nur durch den Nachweis der Bildung von 
Brenztraubensadure bei Zuckervergérung gegeben werden: bei 
Beurteilung der Beweiskraft gelungener Versuche, Brenztrauben- 
siiure unter geeigneten Verhiiltnissen zu Athylalkohol zu ver- 
giiren, ist der Einwand nicht von der Hand zu weisen, dab 
eine Reduktion des fertigen Acetaldehyds vorliegt, die ja auch 
bei Abwesenheit von Brenztraubensaéure mdglich ist. 


1) S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 79, H. 1/2, Chemische 
Berichte, Bd. 45, S. 1289 (1912). 
*) Neuberg und Kerb, I. c. 

















Verhalten der Kohlenhydratphosphorsaureester im Tierkérper. 
Von 
Hans Euler. 
Nach Versuchen von E. Thorin und D. Johansson. 


(Der Redaktion zugegangen am 1, Juni 1912.) 


Uber die Spaltung der durch Hefe synthetisierten Kohlen- 
hydratphosphorsdureester in tierischen Organen hat sich bis 
jetzt folgendes ergeben:') 

Durch Pepsinlésung (10°/oiges Pepsin Merck in 1-n. HCl), 

durch Pankreatin (3°/oige Lésung Pankreatin «Merck ») 

durch Ochsenblut 
wird der Ester nicht gespalten. 

Durch Glycerinextrakt der Darmschleimhaut und 

durch macerierte Nieren eines Kaninchens wurde aller- 
dings Spaltung bewirkt, aber nur von geringem Umfang. 

Wir ergiénzen zundchst das vorliegende Material durch 
die Mitteilung eines Versuches mit der Darmschleimhaut des 
Schweines und unserer neuerdings gewonnenen Resultate mit 
Pferdenieren. 

Diese Versuche haben wir wiederum unter médglichst 
peinlicher Einhaltung aseptischer Bedingungen und unter Zu- 
satz von Toluol ausgefiihrt. 


I. 


In der vorhergehenden Arbeit war die Darmschleimhaut 
eines Kaninchens untersucht worden, diesmal benutzten wir zu 
unseren Versuchen die Darmschleimhaut eines Schweines. 

1 g Natriumphosphorsdureester +- 10 ccm Glycerinextrakt 
der Darmschleimhaut eines frisch geschlachteten Schweines +- 
50 ccm Wasser -+- 0,2 ccm Toluol. (Versuch von Herrn Ohlsén). 





‘) Euler und Funke, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 488, 1912. 
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Der Losung wurden von Zeit zu Zeit Proben entnommen, 
in welchen die freien Phosphate durch Magnesiamischung gefiallt 


wurden. 
Minuten 0 140 600 960 


in 10 ccm g Mg,P,0, 0,0008 0,0048 0,0190 0,0260 

Die Spaltung zeigte sich etwas grOfer als beim analogen 
Versuch mit dem Kaninchen und es kann sicher behauptet 
werden, daB eine enzymatische Spaltung stattfindet. 

Ein neuerer Versuch mit Nierengewebe lieferte folgendes 
Resultat (Versuche von Herrn D. Johansson). 

300 g gehackte Pferdenieren wurden mit dem gleichen 
Gewicht Wasser wahrend 2 Stunden bei 30° extrahiert. 

25 ccm Extrakt und 25 ccm 5°/oige Losung des Natrium- 
phosphorséureesters wurden gemischt und mit 0,5 ccm Toluol 
versetzt; der Loésung wurden von Zeit zu Zeit Proben ent- 


nommen. 
Stunden 0O 2 16 24 oa) 


in 10 ccm g Mg,P,0, O 0,0601 0,0054 0,0144 0,1321 

Gleichzeitig wurde ein Paralellversuch mit Phytinnatrium 
(Praparat der Gesellschaft fiir chemische Industrie in Basel) 
ausgefiihrt. 

Das Praparat enthielt anorganisches Phosphat. 

Stunden 0 16 24 

in10cem g Mg,P,0, 0,0258 0,0255 0,0268 

Es ergibt sich also aus unseren Messungen, da die Darm- 
schleimhaut des Schweines wie die des Kaninchens 
ein mefbares, aber geringes Spaltungsvermégen gegen 
Kohlenhydratphosphorsdureester besitzt. 

Erheblich gréBer als die Spaltungsfihigkeit der 
Darmschleimhaut ist diejenige der Pferdeniere, jedoch 
liegt auch hier noch eine relativ langsam verlaufende 
Enzymreaktion vor. Im allgemeinen wird man jedoch aus 
solchen Versuchen in vitro auf Vorgénge im lebenden Organis- 
mus keine quantitativen Schliisse ziehen diirfen. 

Im Darm kommt der Phosphorsdureester nicht nur mit 
dem fermenthaltigen Sekret der Darmschleimhaut in Beriihrung, 
sondern auch mit der Bakterienflora des Darmes, besonders 
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mit dem typischen Darmbakterium, Bact.coli. Deswegen wurde 
die Spaltbarkeit des Esters durch eine Reinkultur dieses Bakte- 
riums durch einige Versuche studiert. 

In einem Kolben befanden sich 10 cem einer ca. 2°/oigen 
Lésung des Natriumsalzes unseres Esters, zu welchen 5 ccm 
einer Aufschliimmung von Bacterium coli in Niihrlésung gesetzt 
wurden. Uber die Vorbehandlung der Bakterien siehe unten. 
Die Spaltung ging bei 36° im Thermostaten vor sich. Ein Par- 
allelversuch wurde ausgefiihrt mit der gleichen Menge Ester- 
lésung und 5 ccm reiner Nahrlésung. Von Zeit zu Zeit wurde 
die in Freiheit gesetzte Phosphorséure durch Magnesiamischung 
gefallt und als Magnesiapyrophosphat gewogen. 

















Bacterium coli. Steril. 
Stunden g Mg.P,O, Stunden | g Mg,P,0, 
6 0,0100 0 0,0012 
20 0,0249 6 0,0014 
28 0.0370 20 0,0030 
44 0,0432 28 0,0113 
44 0,0126 








Vergleicht man die beiden Tabellen, so findet man eine 
sehr deutliche Einwirkung der Bakterien, und es ist also 
hiermit festgestellt, da’ der Kohlenhydratphosphor- 
siureester durch Bacterium coli gespalten wird. 

Nach einer Angabe von Grosser und Husler') wird 
Glycerinphosphorsiure durch Darmbakterien nicht angegriffen. 
Da aber iiber die Virulenz dieser Bakterien keine Angaben ge- 
macht sind, so lag die Méglichkeit vor, daf das erhaltene Re- 
sultat auf dem wenig wirksamen Zustand der angewandten 
Kulturen beruhte. 

Unsere Versuche haben ergeben, dafi Grossers und 
Huslers Kultur sehr schwach gewesen sein muf, denn wir 
fanden eine recht kraftige Spaltung mit Bacterium coli. 
Die Kultur stammt urspriinglich von Prof. Kral in Prag und 
wurde von dem Bakteriologen des hiesigen Instituts Herrn 





1) Biochem. Zeitschrift, Bd. 39, S. 1, 1912. 
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Dr. Herm. Meyer zuniachst auf Jodkalium-Kartoffelgelatine 
libertragen und dann auf eine fliissige Nahrldsung folgender 
Zusammensetzung tibergeimpft: 
Asparagin 1,0 Kochsalz 0,5 
Lactose 2,0 Wasser 96,5 
Zur Untersuchung kam das Calciumsalz der Glycerin- 
phosphorsdure («Calcio-Tonol») von Schering. Das Praparat 
war frei von anorganischem Phosphat. 
Unsere Ergebnisse werden ohne weiteres aus folgenden 
Tabellen ersichtlich. Temp. 36°. 














5 ccm Emulsion von Bact. coli 10 ccm Emulsion von Bact. coli 
+ 10 ccm 2 °/oige Calcio-Tonollésg. + 5 ccm 2°/oige Calcio-Tonollésg. 
Stunden | g Mg,P,0, Stunden g Mg,P,0, 
6 | 0,0127 2 0,0124 
22 | ‘ 0,0236 4 0,0187 
46 0,0282 6,5 0,0252 
58 | a 





Parallelversuche bei 36°: 
a) 5 cem 6°/vige Calcio-Tonollésung -++ 10 ccm Wasser. 
Nach 6 Stunden keine Spur Phosphorsaure. 
b) 5 eem 6°/oige Calcio-Tonollésung -++ 10 ccm der obigen 
sterilen Nahrlésung. Nach 6 Stunden keine Spur Phosphorsaure. 


II. 


Wir gehen jetzt zu unseren Tierversuchen') iiber. 

Die friiheren Experimente mit Kaninchen hatten gezeigt, 
daB die Zunahme der organisch gebundenen Phosphorsdure im 
Harn zwar deutlich merkbar ist, aber jedenfalls viel weniger 
als 1/4 der gesamten PO,-Zunahme betrigt. 

«Man muB also schlieBen, da mindestens 3/4 des auf- 
genommenen Esters im Tierkérper gespalten worden sind». 

Die Fortsetzung dieser Versuche geschah mit jungen 
Hunden. Einleitend wollen wir nicht verséumen, zu betonen, 





‘) Dieselben sind im physiologischen Laboratorium des hiesigen 
Karolinischen Institutes ausgefiihrt worden, dessen Vorstand, Herr Pro- 
fessor J. Johansson uns die Mittel seines Institutes freundlichst tiberlieh 
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daB zu solchen Versuchsserien meist viel zu wenig experimen- 
telles Material bearbeitet wird. Die Schwankungen in den ein- 
zelnen Reihen sind so grob, da’ ein einigermafen sicherer 
Wert erst erreicht wird, wenn man das Mittel aus vielen Einzel- 
bestimmungen bezw. mehreren Reihen nimmt. Aus Versuchen 
mit einem einzelnen Tier kann ein Schluf beziiglich des Phosphor- 
umsatzes tiberhaupt schwerlich gezogen werden, da mehrtigige 
Retentionsperioden und zufallige Stérungen im Stoffwechsel 
das Resultat ganz verdecken kénnen. Unter solchen Umstiinden 
ist eine kritische Bearbeitung das unbedingte Erfordernis, um 
zu richtigen Ergebnissen zu gelangen. 

Auch unsere Versuchsreihen mit je 2 Hunden hitten wir 
gern viel weiter ausgedehnt. Indessen ist es schwer, Hunde in 
Kafigen bei phosphorarmer Kost laingere Zeit auf physiologisch 
gleichem Zustande zu halten. Nach einiger Zeit wird die Nah- 
rung nicht mehr mit der gleichen Lust aufgenommen wie zu 
Anfang des Versuchs und es treten Verdauungsstirungen auf, 
so dafi die Versuche abgebrochen werden miissen. 


Versuchsanordnung. 


Die Hunde wurden zunichst mehrere Tage auf die gleiche 
Nahrung eingestellt, welche wiéhrend des eigentlichen Ver- 
suches zur Anwendung kam. Jedes Tier befand sich wihrend 
der ganzen Zeit in einem grofen viereckigen Stoffwechselkafig 
von nahe i m Seitenlange und 1,2 m Hohe. 

Die Hunde standen im Kafig auf einem Drahtgitter. Der 
Urin, den die Tiere liefen, flo& tiber den trichterférmig ge- 
neigten Boden von Eisenblech in eine Glasflasche. Der Kot, 
welcher auf dem Drahtgitter liegen blieb, wurde médglichst 
bald herausgenommen und gewogen. 

Nach dreitagiger Einstellung wurde mit dem eigentlichen 
Versuch begonnen. 

Uber die analytischen Methoden ist folgendes zu sagen: 
Der gesamte Urin von 24 Stunden wurde gemessen und ein 
gewisser Anteil davon (100 ccm) zur Analyse verwendet. Die 
Phosphorséurebestimmung geschah durch Fallung mit Magnesia- 
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mischung bei Zimmertemperatur’) und Wagen des Niederschlages 
als Mg,P,0,. Mehrfach wurde die Anwendbarkeit dieser Me- 
thode dadurch kontrolliert, daf eine Parallelbestimmung der 
Phosphorséure nach Woy ausgefiihrt wurde. Die Bestimmung 
der Phosphorsiiure als Magnesiumpyrophosphat ist zweifellos 
exakter als die Urantitration. Aufer der direkt fallbaren Phos- 
phorséure wurde noch die Gesamtmenge PO, im gleichen Vo- 
lumen Harn bestimmt, indem derselbe vor der Fallung mit 
Alkali auf dem Wasserbade bis zur vollstindigen Spaltung aller : 
organischen Phosphate gekocht wurde. 
Die folgenden Tabellen entsprechen den in unserer vor- 


herigen Arbeit aufgestellten. 
1. Versuchsreihe. 


Zusammensetzung der Nahrung: 
0,25 kg Weifbrot, enthaltend 0,24 g PO, 
0,30 » Ochsenfleisch, > 2,10 >» » 
300 ccm Milch, > 0,74 >» » 
Summe. . . 3,08 g POQ,. 
Dazu kamen in den ersten 7 Versuchstagen per Tag 
als Calciumsalz des Phosphorsdureesters: 0,88 g PO, 
hierauf- » » > > : 1,76 >» » 


Hund I. Alter: 6 Monate. Gewicht: 25,5 kg. 


i. | 


—-.. o. To 


—_—_— = 




















Einstellungs- 

__tage Versuchstage 

1}2|}341{2| 3 |4 | 5 | 61] 7 |mitti] 8 | 9 | 10 [mite 
| 


| 


- 7 | | 
pe | Nahrung]3,08 3,08 3,08 3,08)3,08 3,08) 3,08| 3,08/3,08'3,08 | 3,08 |3,08) 3,0813,08} 3,08 
mene 


| 
| — 0,88 0,88 0,88) 0,88) 0,88/0,88 0,88 } 0,88 }1,75,1,75|1,75] 1,75 
ae . 





, | 
Menge Phosphor- my ume 
PO, - saureester 


| | 


— 740 910, so 680) 715|1420 1230/1180] 840|1080]1020 | 920/1010/790 } 910 
! 


Total-PO, _[2,15)2,08/2,48}2,19 2,95) 2,66) 2,80 8,22 3,35 3,66 | 2,98 [3,69] 3,74 3,78] 3,74 
Anorgan, PO, {1,95 2,22)2,22/1,86, — | 2,35] 2,55) 2,90/3,00/3,50 | 2,70 [3,68] 3,59/3,69) 3,62 


Organ. PO, {0,20 0,18 0,26)0,33} — | 0,31) 0,25) 0,82 (0,30 0,16 | 0,28 0,01) 0,15,0,19} 0,12 


























Tigl. mittlerer | | | | 
Gehalt der festen | —__ | — 0,75 on ee ee, ree i bm 0,96 =e Ye 
Exkremente in g | | 


‘) Die mit Magnesiamischung versetzte Lésung wurde wenigstens 
12 Stunden stehen gelassen. Unter diesen Umstinden werden, wie wir 
gefunden haben, die organischen Phosphate nicht zersetzt. 
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Hund II. Alter: 6 Monate. Gewicht: 27,2 kg. 








Einstellungs- 

tage —— bod 
1/2/341/|2]3 14 |]5 16 | 7 Init] 8 | 9 | 10 |aitte 
Hiot™| Nahrung{3,08 3,08 3,08 3,08) 3,08) 3,08/3,08| 3,0813,08) 3,08] 3,08 3,08 5,08 3, ,08] 3,08 
mene | 


Menge( Phosphor} __y __ | __ 0,88) 0,88) 0,88'0,88} 0,88 0,88} 0,88] 0,88 |1,75) 1,75 1,78] 1,73 


PO, saureester | 


| ee oes | a 
—— 930} 810) 905 695 1080 1140 720|1220) 960 1005] 970 910 1190 780] 960 


Versuchstage 




















——— > 








Total-PO, }2,60/2,08|2,45]2,68) 2,96| 3,4012,75] 3,60/3,06| 3,02 3,06 {3,801 4,00/3,59] 3,80 


Anorgan. PO, |2,35|1,84/2,28}2,47, 2,78| 3,10 2,51| 3,26|2,80) 2,79] 2,82 |3,70| 3,74 3,36] 3,60 


| 
Organ. PO, (0,25 0,20 0,17)0, 124 0 0,18) 0,30/0,24) 0,34/0,26, 0,23} 0,24 |0,10) 0,26 0,23} 0,20 
 Tagl. mittlerer | | 
Gehalt der festen | — | — |(), 85} — ~~ —|}—}]—| —] —| — J 0,94] —| — | —11,13 
Exkremente in g | , 












































2. Versuchsreihe. 


Zusammensetzung der Nahrung (phosphorarm): 
300 g Weibbrot, enthaltend 0,291 g PO, 
600 ccm Milch, > 1,470 >» » 


Summe. . . 1,76 g PO,. 


Dazu kamen in den Versuchstagen 
als Calciumsalz des Phosphorsidureesters: 1,75 g PQ,. 


Hund I. 











Einstellungstage Versuchstage 





12] a 1/23 4/5 | 6 7 | Mitte 
Ein- | | | | 





| 
genom-| Nahrung | 1,76 | 1,76) 1,76 1,76) 1,76)1,76 1, 761, 76) 1,76 








mene 
Menge | Phosphor- 
PO, J Sdureester 





—| — 11,76) 1,75 1791470 170 175 17 1,75 


ia 
Urinmenge in ccm] 960 : 990 | 925 | 955\1050 900 985 7601105 1200) 993 
ee 


| ‘es ee 
Total-PO, 1,51 | 1,52) 1,70 ]1,95] 2,83)1,91 2,401, 91) 2,97) 3,02) 2,43 
Anorgan. PO, | 1,42 1,32) 1,55 [1,83) 2,49/1,84/2,10 1,72 2.58, 2,88 2,13 
Organ. PO, | 0,09, 0,10) 0,15 0,12! 0,34/0,07/0,16 (0,19) 0 39) 0,64 0,30 






































Tag, mittlerer Gehalt 
der festen Exkremente} —— | — 
in g 























a om oo owe Ye —|—|— [ome 
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Hund II. 
— Versuchstage 
1/2/37)1{2/3]4]5 | 6 | 7 mitt 
Ein- |. em ee et pee 
proces Nahrung | 1,76 1,76)1,76 oo 76| 1,76, 1,76) 1,76, 1,76 1,76 1,76 
mene | i i | 
Menge| Phosphor- a _ = a 1,75) 1 7511 76 1.75 
PO sdureester| 6) 1,7 why sad — 0 , 
“a i, ee - 7 | | 
seiaitieniaai in cem| 960 910, 880 site 1410 1340, te 1225 
Total-PO, 1,70 1,81. 148 2, 13 241 2, 64 2.88, 2,47) 2,71 2.50 2,52 
Anorgan. PO, [1,53 1,60 1,25 1,86 2,00 2,34, 2.25 2,20) 2,58) 2,35) 2,22 
Organ. PO, 0,17 0,21 0,23 027 041 0,30 0,58 0,27, 0,13; 0,15) 0,30 
Tagl. mittlererGehalt} | | | | | , _ 
der festenExkremente} — x ~~ COREE | _— + a | — |— | — |0,81 
in g | ~- | i 
3. Versuchsreihe. 
Zusammensetzung der Nahrung: 
300 g Weifbrot, enthaltend 0,29 g PO, 
1 1 Milch, > 2,45 > > 
Summe. . . 2,74 g PO,. 
Hund III. Alter: 6 Monate. Gewicht: 25,0 kg. 


Nahrung ohne Zusatz von Phosphorsdureester. 
i ____________ 
































Versuchstage 

1{2/3]4{|5 | 6 | 7 [Mitel 
Fingenommene Menge PO, 278 274 2,74 2.74 | 2,74) 2,74 | 2,74 2,74 
Urinmenge in ccm. . .| 910° 1480 1480 1380 | 1580, 150 950 | 1320 
Total-PO,....... 191 2,03 | 2,30 3,32 2,52) 1,33 2,00 2.20 
Anorgan. Po, nie sitll 1,73 | 181, 206/ 3,15| — | 1,15 1,84 1,96 
hs 0,18 - 0,24. a — | 0,18 | 0,16 0,24 
Tag). mittlerer Gehalt der ee, ae ee eee eee oon: 068 


festen Exkremente in g 











Die tibrigen Versuche dieser Reihe sowie zwei weitere 
Versuche fiihren wir nicht an, da einerseits die Tiere nicht ins 
Phosphorgleichgewicht kamen, anderseits auBergewohnlich groBe 
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Schwankungen im Gehalt des Harns an anorganischer und or- 
ganisch gebundener Phosphorséure vorkamen. 

Die an den verschiedenen Versuchstagen erhaltenen Er- 
gebnisse weisen auferordentlich gro&e Schwankungen auf; 
worauf diese beruhen, laBt sich nicht angeben. Man ist offen- 
bar nicht imstande, alle diejenigen Faktoren konstant zu halten, 
welche im Organismus den Phosphorstoffwechsel beeinflussen. 

Dagegen ist es auffallend, wie gleichheitlich die Parallel- 
versuche an den Hunden I und II ausgefallen sind. Die folgende 


Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die erhaltenen Resultate: 
EEE? 


Versuch 1 Versuch 2 


Hund I Hund II 





Hund I Hund II 





1 . ; ’ | | 
eee Nahrung sugeseiat | 988) 4,75] 0,88 1,75 1,75, 1,75 


b) Zunahme der Gesamt-PO | 
in Meee ‘ 0,74 150 0,69) 1,43} 0,88) 0,86 





c) Zunahme der Gesamt-PO . | 7 
im Kot *} 0,21) 0,357 0,09) 0,28 my 0,45 


Dom Bee Os 2 & % & O — 0,07|—- 0,10]+- 0,10) -++- 0,04]+- 0,55 +- 0,44 

Aus unseren Versuchen geht also hervor, dafi bei Zugabe 
des Calciumsalzes des Phosphorsdureesters 

1. die Menge des Gesamtphosphors sowohl im Urin als 
im Kot steigt. Die absolute Zunahme der PO,-Menge ist im 
Urin gréfer als im Kot. 

2. Der Gehalt der organisch gebundenen Phosphorsiure 
wird nur unwesentlich geiéndert, naimlich in folgender Weise: 
































Versuch I Versuch 2 
Hund I Hund II Hund I Hund II 
Anderung der Total-PO, . 0,74 | 1,50] 0,69) 1,43] 0,88] 0,86 
» > organ. PO, |4-0,07 |— 0,09 }+ 0,02 |— 0,02 ]-+-0,19 | + 0,10 








3. Bei den beiden Versuchen mit phosphorarmer Nahrung 
hat die Zugabe des Phosphorsdureesters PO,-Retention hervor- 
gerufen. In der Versuchsreihe 1 fand dagegen keine PO,-Re- 
tention statt. Allgemeine Schliisse lassen sich in dieser Hin- 
sicht noch nicht ziehen. 
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Wir kénnen als festgestellt ansehen: 

1. dafB Kohlenhydratphosphorsdureester aller- 
dings im Darm zum Teil gespalten wird, zum Teil 
aber auch als solcher resorbiert wird; 

2. daB der resorbierte Ester zum groéften Teil 
als anorganisches Phosphat den Korper verlaBt. 

Es fragt sich nun, was wir sonst noch iiber das Schicksal 
des Esters aussagen kénnen. Im Blut ist ein Hexosenphosphat 
spaltendes Enzym nicht nachgewiesen worden, soda wir keine 
Veranlassung haben, eine Spaltung des Esters vor seinem Ein- 
tritt in die Nieren anzunehmen. Uber die Rolle, welcher dieser 
Ester im tierischen Organismus spielt, liegt bisher nur eine 
Hypothese vor.?) 


III. 


Was ergibt nun ein Vergleich mit anderen Phos- 
phorsiureverbindungen, mit Glycerinphosphorsdéure, Leci- 
thin, Phytin und Nucleinsauren? Bekanntlich sind, seit Kossel?) 
auf die Bedeutung der organischen Phosphate fiir den Stoff- 
wechsel aufmerksam gemacht hat, tiber die Rolle dieser Sub- 
stanzen im Tierkérper sehr geteilte Meinungen geaufert worden, 
die sich auf divergierende Versuchsergebnisse griinden, sodaB 
die mit dem Schicksal der Phosphate im Tierkérper zusammen- 
hingenden Fragen als unentschieden angesehen werden. 

Sehen wir von den sehr wechselnden klinischen Resul- 
taten tiber Phosphortherapie ab, deren Diskussion ganz aufer- 
halb des Rahmens dieser Mitteilung liegt, so laBt sich aus der 
Literatur immerhin eine Anzahl fester Anhaltspunkte gewinnen. 
Wir versuchen deshalb, eine kurze systematische Ubersicht tiber 
die neueren Arbeiten auf diesem Gebiet zu geben. 

Sichergestellt ist, da’ anorganisches Phosphat vom 
Darm resorbiert und im Harn abgegeben wird. Die diesbeziig- 
lichen Versuche (Tereg und Arnold, %) Zadik*) und Marcuse’) 


') Vgl. Euler und Funke, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 493 u. ff., 1912. 
2) Monatsh. Geburtshilfe u. Gynik., Bd. 1, 5. 175. 

8) Archiv f. d. ges. Physiol., Bd. 32, S. 123, 1883. 

‘) Ebenda, Bd. 77, S. 5, 1899. 

5) Ebenda, Bd. 67, S. 379, 1897. 
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sind bereits mehrfach in der Literatur zusammengestellt und 
diskutiert worden, sodaf} ein Hinweis auf dieselben geniigt. Nach 
Rogozinski (I. c.) findet nach Verfiitterung von Natriumphos- 
phat beim Hund ein quantitativer Ubergang in den Harn statt. 
Kochmann und Petsch (Biochem. Zeitschr., Bd. 32, S. 35, 
1911) fanden Resorption von Calciumphosphat. 

Besonders ist noch der durch einen Selbstversuch gefiihrte 
Nachweis Ehrstréms') zu erwihnen, daB per os aufgenommenes 
Calciumphosphat bis zu 50°/o der Gesamtmenge resorbiert wurde. 

In diesem Zusammenhang mogen die unter normalen Ver- 
haltnissen bestimmten Mittelwerte fiir die tagliche Abgabe von 
Gesamt-PO, im Harn Platz finden. 


Mensch 4,0 
MittelgroBer Hund 1—3 
Kaninchen?) 0,21. 


Uber organische Phosphate liegen sehr zahlreiche 
Arbeiten vor. 


a) Vorkommen im Harn bei normaler Ernahrung. 


DaB im normalen Harn*) kleine Mengen organischer Phos- 
phorséuren vorkommen, hat bereits Ronalds 1846 festgestellt. 


‘) Skand. Arch. f. Physiol., Bd. 14, S. 82, 1903. 

?) In der Literatur findet man die Angabe, daf Pflanzenfresser 
selbst bei Zufuhr von Kaliumphosphat in grofen Quantitéiten im Harn 
nur ganz geringe Mengen Phosphor abgeben. Siehe Tigerstedt, Phy- 
siologie des Stoffwechsels in Nagels Handbuch, Bd. 1, S. 527. Vgl. auch 
Liebig (Chemische Briefe, 4. Aufl., 1858, II, 31. Brief, S. 88. — Paton 
(Zeitschrift f. Biol., Bd. 14, S. 3385, 1878. — W. Bergmann (Archiv 
f. exper. Path. u. Pharmak., Bd. 47, S. 77, 1901. Versuche mit Natrium- 
phosphat und Glycerinphosphorsiure vom Hund und Hammel). 

Besonders hat Ehrstrém geglaubt, den allgemeinen Schluf ziehen 
zu kénnen, dafs bei Pflanzenfressern Phosphate durch den Darm abge- 
schieden werden, wahrend sie bei Fleischfressern durch die Nieren gehen. 

Daf bei verschiedenen Tieren die Abscheidungsart der Phosphate 
Ungleichheiten aufweist, ist zweifellos; die Versuche von Euler und 
Funke an Kaninchen zeigen indessen, dafs ein so scharfer Unterschied, 
wie ihn Ehrstrém formuliert hat, nicht besteht, sondern daf aucb 
Pflanzenfresser erhebliche Mengen PO, durch den Urin ausscheiden. 

®) Uber die P-Ausscheidung beim Neugeborenen siehe Heubner, 
Arch. f. exp. Path., Bd. 62, S. 253, 1910. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIX. 27 
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Daf normaler Harn Glycerinphosphorsaure enthalt, stellte Sot- 
nitschewsky') fest. Die ersten quantitativen Bestimmungen 
haben wohl Lépine und Eymonnet?) ausgeftihrt; nach diesen 
enthalt 1 1 Menschenharn 15 mg Glycerinphosphorsdure. 

Die zuverlissigeren neueren Arbeiten findet man in fol- 
gender Tabelle zusammengestellt, welche angibt, welcher An- 
teil der Gesamtphosphorsdure des Harns organisch gebunden ist. 














Mensch 
Autor ame Hund 
Saugling | Erwachsen 

Zuelzer’)....... — | 3,3 
Marcuse‘) .....-. ~— | — 2,5°) 
Oertel) ....... _ | 25 wn 
5) 2 4,25 — — 
Bornstein’). ..«. «+s — 2,1 oe 
Le Clerk und Coot’) . — — 0 
Yoshimoto"). .... — — 2,1 
Kura Kondo") .... — oo 2,7 





Es ergeben sich also aus dieser Tabelle als Mittelwerte !?) 
fiir die organisch gebundene Phosphorsdure im Harn: 


beim erwachsenen Menschen 2,4°/o der Gesamtphosphorsaure 
>» Hund 2,7°%o » > 


') Diese Zeitschrift, Bd. 4, S. 214, 1880. 

*) Compt. rend. Soc. Biol., S. 622, 1882. 

*) Untersuchungen zur Semiologie des Harns, Berlin 1884. 

‘) Pfliigers Archiv, Bd. 67, S. 379, 1897. 

5) Berechnet von Kura Kondo, Biochem. Zeitschrift, Bd. 28, S. 200, 
1910. 

) Diese Zeitschrift, Bd. 26, S. 123, 1898. 

7) Diese Zeitschrift, Bd. 29, S. 146, 1899. 

8) Pfliigers Archiv, Bd. 106, S. 66, 1905. 

*) Journ. of Biol. Chem., Bd. 2, S. 203, 1906. 

") Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 464, 1910. 

11) Biochem. Zeitschrift, Bd. 28, S. 200, 1910. 

‘2) Vgl. auch die Ergebnisse von Bock, Arch. f. exp. Pathol. u. 


Pharm., Bd. 58, S. 23, 1. 














Verhalten der Kohlenhydratphosphorsaureester im Tierkérper. 387 


Dagegen wurde bei unseren Versuchen der viel héhere 
Mittelwert (10°/o) gefunden. Ebenfalls einen erheblich héheren 
Wert fiir die organische Phosphorsiure beim erwachsenen 
Menschen fand Mathison,!) 5—10°/o der Gesamtphosphor- 
sdure, und der Verf. hat in Selbstversuchen, iiber welche 
demniichst berichtet werden soll, héhere Werte fiir den Anteil 
der organisch gebundenen Phosphorsdure gefunden. 

Man hat bis vor kurzem angenommen, dal} dieser Anteil 
in Glycerinphosphorsiure besteht oder wenigstens diese Saure 
enthalt. Beides ist neuerdings angezweifelt worden. Denn es 
ist nach Starkenstein?) unwahrscheinlich, daf normaler- 
weise Zentigramme eines Stoffes zur Ausscheidung kommen, 
den der Korper, selbst wenn er damit tiberschwemmt ist, fast 
vollkommen spaltet. Anderseits hat Starkenstein nachge- 
wiesen, dafi die im normalen Harn auftretende organische 
Phosphorsdure Inositphosphorsdaure ist. 

Vgl. auch Ellingers Monographie in Oppenheimers 
Handbuch und Neuberg, Der Harn, Berlin 1911, S. 281. 


b) Zusatze von organischen Phosphaten zu normaler 
und zu phosphorarmer Nahrung. 


Resorption. Die nichste Frage ist hier, ob bezw. welche 
organischen Phosphate als solche resorbiert werden, und also 
den Darm ungespalten passieren kOnnen. 

1. EinfluB der Darmbakterien. Sowohl Rogozinski$) 
als Starkenstein‘) geben an, dai Baeterium coli Phytin zer- 
setzt, und zwar geht diese Spaltung nach letzterem Forscher 
sehr rasch vor sich. 

Um so auffallender ist es, dafS Rogozinski im Kot des 
Hundes nach Phytinverfiitterung eine «enorme Steigerung» des 
Phytins findet. Dies steht, wie dieser Forscher selbst bemerkt, 
in Widerspruch zu den Ergebnissen von Mendel®) und Under- 





1) Journ. of Physiol., Bd. 38, 1909. 

2) Biochem. Zeitschr., Bd. 32, S. 265, 1911. 

8) Anz. Akad. d. Wiss. Krakau, B., 1910, 260. 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 39, 1, 1912. 

5) Amer. Journal of Physiol., Bd. 17, S. 75, 1906. 
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hill (1. ¢.) am Hunde und an Kaninchen und von Jordan 
an Kiihen. 

Bei Menschen liegen jedoch nach Rogozinski die Ver- 
haltnisse wesentlich anders. Das per os eingefiihrte MgCa- 
Salz der Inositphosphorséure wird im menschlichen Verdauungs- 
kanal quantitativ zerlegt und erscheint teils im Harn, teils irn 
Kot als anorganische Phosphorséure wieder. 

Kohlenhydratphosphorsaureester wird durch Bacterium coli 
rasch zerlegt. 

Dasselbe Resultat haben wir (siehe oben) mit Glycerin- 
phosphorsdureester erhalten. 

2. Spaltung durch Enzyme des Verdauungstraktus. 
Durch Magen- und durch Pankreassaft wird Phytin nicht ge- 
spalten (Gilbert und Posternak,!) McCollum und Hart?)); 
in diesen Saften ist also eine Phytase nicht enthalten. 

Dagegen gibt Grossler und Husler an, dai der Darm 
einer Katze eine vollstandige Spaltung des Natriumsalzes der 
Glycerinphosphorséure bewirkt. Eine Spaltungszeit ist aller- 
dings nicht angegeben. Dieses Resultat diirfte durch die Ein- 
wirkung der Darmbakterien beeinfluft sein. 

Auch die Glycerinphosphorséurekomponente des Lecithins 
wird nach den gleichen Autoren durch Darmpulver und Darm- 
prefsaft gespalten. 

Hexosephosphorsiiureester wird, wie friiher erwahnt (Euler 
und Funke®*)), von Pepsin und Trypsin nicht gespalten, von 
Darmextrakt langsam. 

Was Lecithin betrifft, so hatten Bokay*) und Hase- 
brock®) angegeben, dafi es schon durch den Pankreassaft zer- 
legt wird; nach Stassano und Billon®) und Slowtzoff?”) 
wird aber ein groBer Teil des Lecithins unverdndert resorbiert. 

') L’eeuvre méd. chirurg., Bd. 36, 1903. 

*) Journ. of Biol. Chem., Bd. 4, S. 497, 1908. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 488, 1912. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 1, S. 157, 1877. 

’) Diese Zeitschrift, Bd. 12, S. 148, 1888. 


°) Compt. rend. Soc. Biol., Bd. 55, S. 482 und 924, 1903. 
’) Hofmeisters Beitr., Bd. 7, S. 508, 1905. 
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Das die Nucleinséiuren spaltende Enzym, die Nuclease, 
kommt im Darm vor, wo aber die Abspaltung der Phosphor- 
sdure aus Nucleinen nur langsam zu verlaufen scheint. F. Sachs‘) 
hat die Nuclease besonders im Pankreas nachgewiesen. In- 
dessen kommt sie nicht im Pankreassekret vor, sondern nur 
im PrefSsaft und es ist also erklirlich, daB Nucleinsiuren der 
Spaltung in den Verdauungsorganen zum grofen Teil entgehen 
und als solche resorbiert werden. 

Uber den Einflu8 der organischen Phosphate auf 
den Harn liegen zahlreiche Beobachtungen vor. 

Bereits aus dlteren Untersuchungen ging hervor, daB or- 
ganische Phosphorsiureverbindungen resorbiert werden. Le- 
cithin nach Bokai (Diese Zeitschr. 1, 157; 1877), Nuclein nach 
Gumlich (Diese Zeitschr. 18, 508; 1893), Casein nach Sand- 
meyer (Diese Zeitschr. 21, 87; 1895). 

Nach Giacosa?) geht bei Darreichung von Phytin per 
os ein Teil der Phosphorsdure als anorganisches Phosphat in 
den Harn, der andere Teil geht mit dem Kot ab, es scheint, 
dafi das ganze resorbierte Phytin gespalten wird. 

Das Ergebnis von Scofone®) bestatigt das obige Resultat: 
Der grofte Teil des Phytinphosphors geht als anorganisches 
Phosphat in den Harn iber. 

Auf die neueren gleichen Ergebnisse von Rogozinski 
habe ich bereits hingewiesen. 

Zum gleichen Resultat gelangen L. B. Mendel und Un- 
derhill.*) Die Phosphorsaéure des Phytins wird bei Hunden 
und Kaninchen abgespalten und geht in den Harn tber. 

Das gleiche ist nach den eingehenden Untersuchungen 
von Jordan, Hart und Patten) bei Milchkiihen der Fall. 

Uber Glycerinphosphorsdure hat Marfori®) die ersten 





') Diese Zeitschrift, Bd. 46, S. 336, 1906. 

2) Giornale d. R. Accad. die Medicina di Torino, Bd. 67, 1904. — 
Ebenda, Bd. 68, 1905. 

5) Ebenda, Bd. 67, S. 630, 1904. 

*) Amer. Journ. of Physiol., Bd. 17, S. 75, 1906. 

5) Amer. Journ. of Physiol., Bd. 16, S. 268, 1906. 

6) Archivio di fisiologia, Bd. 2, S. 217, 1905; Bd. 5, S. 207, 1908; 
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Angaben gemacht. Die Spaltung dieser Phosphorsaure ist wie 
die des Phytins quantitativ, was noch neuerdings durch R. Berg 
(Biochem. Zeitschr. 30) bestatigt wird. 

Nach den meisten Autoren (Politis, Oertel, Mandel 
und Oertel, Bergmann, Loewi, Berg) wird durch Ein- 
nahme von Lecithin die Menge des organisch gebundenen PO, 
nicht vermehrt. Nur Franchini!) glaubt eine geringe Ver- 
mehrung der Glycerinphosphorséiure im Kaninchenharn nach 
Lecithineinnahme gefunden zu haben und Zuelzer fand nach 
Einnahme von nucleinreicher Nahrung eine geringe Steigerung 
des organisch gebundenen Phosphors beim Hund. 

Kura Kondo?) fand dagegen, daf bei einer Hiindin bei 
phosphorreicher Kost das relative Verhaltnis zum Gesamtphos- 
phor bloB nicht stieg, sondern abnahm und zwar recht bedeu- 
tend, es war niamlich das Prozentverhiltnis bei Fleischnahrung 
im Mitte] 3,3, nach Kalbsgehirn, Casein und Kalbsthymus im 
Mittel 1,5. 

Die erwihnten Ergebnisse sagen tiber die Rolle der or- 
ganischen Phosphorverbindungen im Korper direkt wenig aus, 
da ja die Spaltung z. T. schon im Darm erfolgen kann. Um 
so interessanter ist der Nachweis, welchen E. Starkenstein) 
erbracht hat, daB Glycerinphosphorséure und Phytin im Harn 
auch dann nicht auftreten, wenn die betreffenden Natriumsalze 
intravends oder subcutan injiziert werden. Die betreffenden 
Versuche wurden an Kaninchen angestellt. Die Spaltung der 
injizierten organischen Phosphorsiéure kann enzymatisch bereits 
im Blut oder in der Niere erfolgen; daB Glycerinphosphorséure 
durch Nieren gespalten wird, ist bereits erwéhnt worden. Da- 
gegen findet eine Phytinspaltung in der Niere nach Mc Collum 
und Hart und nach unseren Erfahrungen (Pferdeniere) nicht statt, 
wiihrend Kohlenhydratphosphorsaureester gespalten werden kann. 





Bd. 6, S. 496, 1909. — Arch. f. exp. Path. u. Pharm. Schmiedeberg- 
festschrift, S. 378, 1909. 

1) Biochem. Zeitschr., Bd. 6, S. 210, 1907. 

*) Biochem. Zeitschr., Bd. 28, S. 200, 1910. 

’) Biochem. Zeitschr., Bd. 30, S. 92, 1911; Bd. 32, S. 262, 1911. 
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Anderseits soll das Blut nach Me Collum eine Phytase 
enthalten. 

Die Frage, ob die resorbierten, anorganischen Phosphor- 
verbindungen einen Ansatz von Phosphat im Tierkérper 
bewirken kénnen, war der Mehrzahl der alteren Untersuchungen 
zufolge zu verneinen. So fand Steinitz!) bei Verfiitterung mit 
Myosin -++ anorganischem Phosphat einen aéuBerst geringen An- 
satz von PO, (0,008 g per Tag), wiéhrend der Parallelversuch 
mit Casein oder Vitellin einen Ansatz von etwa 0,3 g PO, per 
Tag bewirkte. 

Zu ahnlichem Ergebnis gelangte Zadik,?) welcher eine 
16 kg schwere Hiindin mit Edestin +- anorganischem Phosphat 
fiitterte. In zwei viertagigen Perioden verlor das Tier per Tag 
im Mittel 0,5g PO,. Dagegen wurden beim 6tigigen Parallel- 
versuch mit Casein bezw. Vitellin bei einer Gesamteinnahme 
von 3,15 g PO, per Tag 0,28 g PO, angesetzt. Bei der Be- 
urteilung dieser Versuche muf indessen beriicksichtigt werden, 
daB die Perioden sehr kurz waren. 

Diese Versuche wurden, mit demselben Hund und dem- 
selben Futter, von Ehrlich) fortgesetzt; auch hier sind die 
Versuchsperioden sehr kurz und es ist schwer, denselben ein 
Resultat zu entnehmen. 


ROhmann (Berliner Klin. Wochenschrift 1898) schlieBbt 
aus den Versuchen seiner Schiller, dafB dem Tierkérper die 
Fahigkeit, aus phosphorsauren Salzen Nucleoproteide aufzubauen, 
nicht zukommt. 

Aber die Kritik, welche Gregersen*) an den Versuchen 
der ROhmannschen Schule, von Steinitz, Zadik, Ehrlich 
und Leipziger®) geiibt hat, ist wohl berechtigt. Besonders ist 
einzuwenden, dafi die Bestimmungen im Harn durch Urantitra- 
tion ausgefiihrt worden sind, eine Methode, welche nach Ma- 
thison (Biochemical Journal Bd. 4; 1909) und nach den Er- 





1) Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 72, S. 75, 1898. 
*) Ebenda, Bd. 77, S. 1, 1899. 

3) Inaugural-Dissertation, Breslau 1900. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 49, 1912. 

5) Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 78, S. 402, 1898. 
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fahrungen, welche im hiesigen Laboratorium gemacht worden 
sind, ziemlich schwankende und unzuverliassige Resultate gibt. 

Starke Retention fand Loewi') bei einer an sich selbst 
angestellten Versuchsreihe, bei welcher der Normalnahrung 
Nucleinpriiparate zugesetzt wurden. Vergl. Tigerstedt, Na- 
gels Handbuch I, S. 526. Starke Retention von P und N 
fanden bei Lecithineinnahme Slowtzoff (Hofm. Beitr. 8) und 
Yoshimoto (Diese Zeitschrift Bd. 64). 

Auch wenn man von den gegenteiligen Resultaten von 
Leipziger?) absieht, mufB man aber sagen, daf von einer 
endgiltigen Entscheidung im Sinne ROhmanns nicht die Rede 
sein kann, ob anorganische Phosphate in Hinsicht auf den 
Stoffwechsel mit organischen Phosphorséureverbindungen gleich- 
wertig sind. 

Im Gegenteil deuten neuere Arbeiten, besonders von 
Tigerstedt und seinen Schiilern darauf hin, dafi der 
Tierkérper ein synthetisches Vermoégen fiir Kiweifphosphate 
besitzt. 

Hier sind auBer den bereits erwihnten Arbeiten diejenigen 
von Wendt,*) und von Holsti‘) zu nennen. Ferner die Unter- 
suchungen von Hart, Mc Collum und Fuller,*®) welche mit 
Calciumphosphat Néhrversuche an Schweinen anstellten, und 
v. Berg,®) welcher mit Tricalciumphosphat Versuche am er- 
wachsenen Menschen ausfiihrte. 

J. P. Gregersen’) hat Versuche mit zahmen und wilden 
Ratten angestellt, welche er mit phosphorfreier Nahrung und an- 
organischem Phosphat fiitterte. Er kam zum Resultat, daB in 
dem Organismus ein Aufbau organischer Phosphorverbindungen 
aus phosphorfreien organischen Verbindungen und Phosphaten 


moglich ist. 


‘) Arch. f. exp. Pathol., Bd. 45, S. 158, 1901. 

2) Ll. e. 

*) Skand. Arch., Bd. 17, S. 211. 

*) Ebenda, Bd. 23, S. 143. 

5) Amer. Journ. of Physiol., Bd. 23, S. 246, 1909. 
*) Biochem. Zeitschr., Bd. 30, S. 107, 1911. 

7) Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 49, 1911. 
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Fingerling') bestatigt dieses Ergebnis durch seine Unter- 
suchung an Enten, deren Eierproduktion er bei Zufuhr von 
organischem und anorganischem Phosphor verglich. 

In diesem Zusammenhang seien auch noch die neueren 
Untersuchungen von Fingerling?) erwahnt tiber den EinfluB 
organischer und anorganischer Phosphorverbindungen auf die 
Milchsekretion bei Ziegen, nach welchen keine der organischen 
Phosphorsaureverbindungen, Lecithin, Phytin, Casein, Nuclein, 
Nucleinsaure und Dinatriumphosphat, einen spezifischen Einfluss 
auf die Tatigkeit der Milchdriise ausiibt. 

Fiir die Beurteilung der Rolle, welche der Phosphatstoff- 
wechsel im Organismus spielt, sind die Ergebnisse tiber den 
Zusammenhang des Phosphats, des Stickstoffs und des Calcium- 
stoffwechsels von grofiter Bedeutung. 

Was ersteren EinfluS betrifft, so sagt Tigerstedt (S. 528): 

«Betreffend die taglichen Bilanzen des Stickstoffs und des 
Phosphors findet man, daf beide in der Regel parallel verlaufen, 
d. h. daB bei Ansatz von N auch ein Ansatz von P stattfindet 
und umgekehrt.» Dies beweist aber, wie Tigerstedt bemerkt, 
nicht sehr viel, da auch in den Nahrungsmitteln Stickstoff und 
Phosphor etwa parallel zugefiihrt werden. Indessen ist das Ver- 
haltnis zwischen dem angesetzten bezw. vom Korper abge- 
gebenen Phosphor und Stickstoff nie ein konstantes. 

Besonders aus den Tabellen von Sivén®) geht hervor, 
daf auch bei lingeren Zeitperioden keine feste Abhiangigkeit 
zwischen dem Umsatz des Phosphors und dem des Stickstoffs 
besteht, und nach Ehrstrém4) folgt der Phosphorumsatz nicht 
denselben Gesetzen wie der Stickstoffumsatz. Dies ist eine 
leicht versténdliche Erscheinung, da ja nicht aller Stickstoff als 
Nucleineiweifi gebunden wird, sondern zum Teil in anderer Form 
verbraucht wird. 

Immerhin verlaufen N- und P-Bilanzen oft parallel, wie 





‘) Biochemische Zeitschrift, Bd. 38, S. 448, 1912. 
*) Ebenda, Bd. 39, S. 239, 1912. 

3) Skand. Arch. f. Physiol., Bd. 11, S. 326, 1901. 
*) Skand. Arch. f. Physiol., Bd. 14, S. 96, 1903. 
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die Versuche von Renwall?) zeigen. Auch Puglise?) hat 
Beispiele dafiir beigebracht. 

Der zweite Einflu8 auf den Stoffwechsel betrifft den Kalk- 
umsatz. Hier gehen allerdings die Ansichten sehr weit aus- 
einander. Wir weisen auf die alteren Zusammenstellungen von 
Schabad§) und Birk,*) sowie von Kochmann®) und auf die 
neueren Untersuchungen dieses Forschers hin. Bei seinen Studien 
mit Hunden®) ist er zu folgenden Ergebnissen gekommen. 

1. Dafi Phosphor einen Einflu8 auf den Kalkstoffwechsel 
und den der Phosporséure im Sinne einer Retention oder doch 
wenigstens eine Verminderung der negativen Bilanzen tatséch- 
lich besitzt; 

2. dafi die wirksamen Gaben sich den toxischen néhern 
und sie sogar erreichen, ohne einen Einfluf tiber die Zeit der 
Darreichung hinaus auszuiiben; 

3. dab die Wirkungsweise moglicherweise so erklart werden 
kann, dab giftige Stoffwechselschlacken, die sonst den Kalk in 
Anspruch nehmen, unter der Wirkung des Phosphors zu un- 
giftigen Substanzen abgebaut werden; 

4. dab der Magnesiastoffwechsel in den Bilanzen im grofen 
und ganzen mit dem Stickstoffwechsel gleichsinnig verlauft und 
vom Phosphor direkt nicht beeinfluft wird. 


IV. 


Die Einwirkung, welche Phosphate auf den Ansatz von 
N und Ca ausiiben, ist die Folge einer Reihe von primaren, noch 
nicht bekannten Einfliissen und es wird die nachstliegende 
und wesentlichste Aufgabe sein, diese Vorgange zu 
finden. Denn, wenn schon PO,- und N-Ansatze Beziehungen 


1) Skand. Arch. f. Physiol., Bd. 16, S. 108, 1904. 

*) Arch. f. Physiol., 1897, S. 474. 

*) Zeitschr. f. klin. Med., Bd. 67, S. 454, 1909; Bd. 68, S. 94, 1909; 
Bd. 69, S. 435, 1909. 

*) Monatsschr. f. Kinderheilkunde, Bd. 7, S. 450, 1908. 

5) Kochmann u. Petzsch, Biochem. Zeitschr., Bd. 31, S. 361, 
1911, und Bd. 32, S. 10, 1911. 

®) Biochem. Zeitschr., Bd. 39, S. 82, 1912. 
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aufweisen, so werden sich auch die Reaktionen, welche zu diesem 
Ansatz fiihren, gegenseitig beeinflussen, und zwar wird die 
Wechselwirkung zwischen Phosphorsdure- und Stickstoffumsatz 
auch dann stattfinden, wenn sich keine Retentionen bemerkbar 
machen. Es kénnen ja, auch wenn keine Retentionen zustande 
kommen, sehr wichtige quantitative und qualitative Beein- 
flussungen des Stoffwechsels eintreten. 

Anderseits wissen wir bereits, dai eine Reihe von 
Enzymreaktionen teils durchanorganische, teils durch 
organische Phosphate beeinflubt werden. 

Es sei zunichst an die Rolle der Phosphate als Aktiva- 
toren oder Koenzyme erinnert. Sie sind zum Teil unentbehr- 
lich fiir das Zustandekommen von Enzymwirkungen, z. B. der 
alkoholischen Girung. 

Die mit der Garung verwandte Glykolyse im Tier- 
korper wird nach Rona und Dodblin') durch Phosphate be- 
schleunigt. 

Die Beeinflussung der Amylase durch Phosphate, besonders 
Lecithin ist noch nicht geniigend aufgeklart. Nach Centanni,?) 
Lapidus,*) und Minami‘) aktivieren die Phosphatide des Ei- 
gelbes die Amylase in recht hohem Grade. Ferner spielen Phos- 
phate nach Roger,*®) Bang®) u. a. eine aktivierende Rolle bei 
der Starkespaltung. 

Nach einer Untersuchung, welche Tschernoruzki’) auf 
Veranlassen von Frau N. Sieber angestellt hat, werden im 
Tierkérper eine Anzahl von Enzymwirkungen durch Nuclein- 
sdurenatrium aktiviert, so besonders Amylase, Lipase u. a. 





') Biochem. Zeitschr., Bd. 32, S, 504, 1911. Dagegen wird der 
oxydative Zuckerabbau im Tierkérper nach Léb (Biochem. Zeitschr. | 
Bd. 32, S. 43, 1911) durch anorganische Phosphate, aber nicht durch or- 
ganische Phosphate wie Lecithin, Dinatriumglycerinphosphat beschleunigt. 
Letztere Substanzen wirken im Gegenteil hemmend. 

*) Biochem. Zeitschr., Bd. 29, S. 389, 19106. 

5) Ebenda, Bd. 30, S. 39, 1911. 

*) Ebenda, Bd. 39, S. 355, 1912. 

5) C. r. Soc. Biol., Bd. 62, S. 1070, 1907. 

®) Biochem. Zeitschr., Bd. 32, S. 417, 1911. 

) Biochem. Zeitschr., Bd. 36, S. 363, 1911. 
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Es ist auffallend, daf die Einwirkung von Phosphaten, 
anorganischen wie organischen, auf Enzymkrankheiten noch gar 
nicht systematisch untersucht worden zu sein scheint. 

Insbesondere verdient der Phosphatstoffwechsel bei Dia- 
betes in Riicksicht auf eine friiher vom Verf. gedéiuBerte Hypo- 
these (Diese Zeitschrift Bd. 77, S. 488, 1912) ein néaheres 
Studium.!) Dasselbe ist hier bereits in verschiedener Richtung 
in Angriff genommen. 

Zweitens ist daran zu erinnern, dafB Enzyme durch Phos- 
phate gebildet werden. Diese Einwirkungen sind noch wenig 
erforscht. Uber den Einflu8 von Phosphaten auf Amylasebildung 
haben Euler und B. af Ugglas?) eine vorlaufige Mitteilung ge- 
macht. Im Tierkérper diirften derartige durch relativ geringe 
Substanzmengen hervorgerufenen Enzymbildungen von wesent- 
lichem Einflu8B auf den Stoffwechsel sein. Auf diese Vorginge 
werde ich bald zuriickzukommen Gelegenheit haben. 


Zusammenfassung. 


1. Kohlenhydratphosphorséureester werden durch ein 
Darmenzym und durch Bacterium coli gespalten, ebenso durch 
ein in der Niere des Pferdes enthaltenes Enzym. 

2. Das Calciumsalz dieses Esters geht als anorganisches 
Phosphat in den Harn iiber. 

3. Das Calciumsalz des Glycerinphosphorsaureesters wird 
durch Bacterium coli ebenfalls zerlegt. 

4. Das Calciumsalz des Kohlenhydratphosphorsiureesters 
geht bei der Verfiitterung an Hunde zum gr6ften Teil als 
anorganisches Phosphat in den Harn iber. 

5. Der normale Gehalt des Harns der Versuchahunde an 
PO, betrug etwa 10°/o des Gesamt-PO,. Dieses Gehalt wird 
durch Verfiitterung des Estersalzes nur wenig geandert. 

Unserer Literaturiibersicht koénnen wir folgendes ent- 


nehmen : 





") ins hat nach Gerhardt uud Schlesinger die erhéhte Phos- 
phatausscheidung bei Diabetikern mit der Acidosis in Zusammenhang 


gesetzt (Arch. exp. Path., Bd. 42, S. 84; 1899). 
2) Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. 3, Nr. 34, 1910. 
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Organische Phosphate, per os eingenommen, werden zum 
grofen Teil nach vorausgegangener Spaltung im Darm, zu einem 
Teil aber auch als solche vom Tierk6rper resorbiert. DaB auch 
anorganische Phosphate resorbiert werden, steht zweifellos fest. 

Resorbierte oder injizierte organische Phosphate werden 
im Tierkérper gespalten, und zum gréften Teil im Harn als 
anorganische Phosphate ausgeschieden. 

In welcher Weise sich anorganische und organische Phos- 
phate am Stoffwechsel beteiligen, laBt sich noch nicht sagen. 
Die Faktoren, welche auf die Phosphorsiureretention einwirken, 
sind noch nicht bekannt, und es kénnen einstweilen weder 
aus den positiven noch aus den negativen Resultaten bei or- 
ganischen und anorganischen Phosphaten allgemeine Schliisse 
gezogen werden. 

Besonders ist hervorzuheben, daB die physiologischen 
Wirkungen der Phosphate in der auferordentlich 
starken Beeinflussung der vitalen Enzymreaktionen 
zu suchen sind, und es wird eine wichtige Aufgabe sein, 
die in vitro studierten unzweifelhaft bestehenden FEinfliisse 
der Phosphate auf Enzymwirkungen mit den in der medizi- 
nischen Literatur erwihnten phosphortherapeutischen Ergeb- 
nissen, auf welche hier gar nicht eingegangen wurde, in Be- 
ziehung zu setzen. 

















Uber die Einwirkung von proteolytischen Fermenten auf Clupein. 


Von 
F. Rogozinski (Krakau). 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. Juni 1912.) 


Das Verhalten der Protamine gegeniiber den proteolyti- 
schen Fermenten ist von bedeutendem theoretischen Interesse. 
Man kénnte erwarten, da sich hier, bei dem relativ einfachen 
Bau dieser Korper, die Verhiltnisse tibersichtlicher erweisen 
als bei anderen, komplizierteren Eiweifk6rpern. Da bisher in 
dieser Richtung nur wenige systematische Untersuchungen vor- 
liegen, habe ich, dem Vorschlag Herrn Prof. A. Kossels folgend, 
die Bearbeitung dieser Frage unternommen. 

Es moégen zunichst die Ergebnisse der bisherigen Unter- 
suchungen uber den proteolytischen Abbau der Protamine Er- 
wihnung finden. Qualitativ ist von A. Kosselund A. Mathews?) 
festgestellt worden, da8 Pepsinsalzsaéure bei Protaminen, spe- 
ziell bei Salmin, keinen Abbau bewirkt, dai dagegen diese 
Korper durch Einwirkung von Trypsin schnell in ihre Bausteine 
zerlegt werden. Ebenso konnte Cohnheim?) konstatieren, daB 
Clupein durch Erepsin in kurzer Zeit abgebaut wird. Uber 
den Verlauf der Spaltung und deren Umfang bringen aber die 
genannten Arbeiten keinen AufschluB. Die einzige Untersuchung, 
die auf Erforschung der quantitativen Verhaltnisse bei der pro- 
teolytischen Spaltung der Protamine gerichtet ist, ist von Take- 
mura®) ausgefiihrt worden. Derselbe hat die Wirkung einer 
Reihe von proteolytischen Fermenten auf Clupein untersucht. 
Der Verlauf der Spaltung wurde dabei nach der von Hedin‘) 
angegebenen Methode der Gerbsiurefallung verfolgt. Der Ver- 
fasser selbst beurteilt die angewandte Methode in folgenden 
Worten: 

«Leider ist aber auch diese Methode, die beim Casein 
ausgezeichnete Resultate ergeben hat, fiir das Clupein nicht 
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einwandfrei. Denn eine gewisse Menge des Clupeins scheint 
der Gerbsdurefallung zu entgehen. Auch sind die Bedingungen, 
welche die Fiallbarkeit der Protamine durch Gerbsiure beein- 
flussen, noch nicht hinreichend bekannt. Immerhin ist es még- 
lich, das Fortschreiten der Hydrolyse zu verfolgen, indem man 
die Zahlen der durch Gerbsaure nicht fallbaren Substanz, welche 
sich zu verschiedenen Zeiten nach Beginn der Fermentwirkung 
ergeben, untereinander vergleicht. » 

Auf Grund dieser Erwaigung betont Takemura selbst, 
daf seine Untersuchungen blof den Charakter vorliufiger Ver- 
suche tragen. 

Das Ergebnis dieser Versuche mag hier in aller Kiirze 
wiedergegeben werden. Es wurden folgende Fermente, bezw. 
fermenthaltige Organsifte, auf ihre Wirksamkeit gegen Clupein 
gepriift: als pepsinhaltige Praparate: ein Extrakt der Schleim- 
haut des Schweinemagens; dasselbe war weder in salzsaurer 
noch essigsaurer LOsung wirksam; Fistelmagensaft des Hundes, 
der in salzsaurer LOsung unwirksam, in essigsaurer Lésung 
dagegen stark wirksam war; ein kéufliches Pepsinpriiparat, 
welches umgekehrt in salzsaurer, aber nicht in essigsaurer Lésung 
wirksam war. Starke Spaltung wurde konstatiert unter Ein- 
wirkung des Trypsins, welches fast vollige Zersetzung des Pro- 
tamins herbeifiihrte. Weniger umfangreiche, aber immerhin 
bedeutende Spaltung wurde durch die Lieno-f-Protease in essig- 
saurer Lésung, durch Hefeprefsaft und durch Papayotin be- 
wirkt. Der Verfasser fait das Ergebnis seiner Untersuchung 
in folgenden Worten zusammen: «Die obigen Versuche lassen 
eine Tatsache sehr deutlich hervortreten: niémlich die Existenz 
einer Reihe von Enzymen («B-Proteasen»), die in schwachsaurer 
Lésung eine partielle Zerlegung der Protamine (wie der kom- 
plizierteren Proteinstoffe) bewirken. Zu diesen gehdren die 
«Lieno-B-Protease» (Hedins), die «Endotryptase» (Hahn und 
Geret), sowie das Papayotin. Die Wirkung des Pepsins, die 
sich in einzelnen Fallen und nur in geringerem MaBe zu er- 
kennen gab, ist wahrscheinlich auf beigemischte £-Proteasen 
zuruickzufihren. » 

Bei dem vorlaufigen Charakter der Untersuchung von 
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Takemura lag der Gedanke nahe, deren Ergebnisse durch 
Wiederholung zu priifen. Vor allem galt es dabei, eine ge- 
eignete Methode in Anwendung zu bringen. 

Da nach unseren jetzigen Vorstellungen der proteolytische 
Abbau auf Sprengung von Imidbindungen beruht, so kénnen 
eine richtige Vorstellung tiber den Verlauf der Proteolyse nur 
solche Methoden geben, welche es gestatten, die Zahl der frei- 
gewordenen Aminogruppen in verschiedenen Stadien der Fer- 
mentwirkung messend zu verfolgen. Diesen Forderungen ent- 
spricht vor allem, wie bekannt, die von Sérensen®) angegebene 
Methode der «Formoltitrierung». Die nach dieser auf streng 
chemischer Grundlage basierenden Methode gewonnenen Er- 
gebnisse decken sich aber keineswegs mit denjenigen, die nach 
der Gerbsiiurefillung-Methode gewonnen werden. Als Beweis 
sei aus den umfangreichen Ergebnissen Sérensens nur ein 
besonders priignantes Beispiel angefiihrt: Bei Pepsinverdauung 
des genuinen Eiereiweifes betrug in 20 ccm des Verdauungs- 
gemisches im Laufe von 160 Stunden die Zunahme an durch 
Gerbsiiure nichtfillbarem Stickstoff 33,80 mg, diejenige an «for- 
moltitrierbarem» Stickstoff dagegen nur 7,84 mg. Nach der 
ersteren Methode miibte also die Spaltung als tiber viermal 
stiirker, als nach der letzteren Methode gemessen, bezeichnet 
werden. Neben der Sérensenschen Methode kam fir meine 
Zwecke noch die von van Slyke®) angegebene «Methode zur 
quantitativen Bestimmung der aliphatischen Aminogruppen» in 
Betracht. Es sollten somit in der vorliegenden Untersuchung 
zunichst die beiden auf chemischer Unterlage basierenden 
Methoden zur Verfolgung der Proteolyse einem Vergleich unter- 
worfen werden, um zwischen ihnen eine Wahl treffen zu kénnen, 
weiterhin aber sollte mit Hilfe der gewihlten Methode die 
Einwirkung einiger proteolytischen Fermente auf Clupein quan- 
titativ verfolgt werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen 
sind im folgenden zusammengestellt. 


Experimenteller Teil. 


Der Vergleich zwischen beiden Methoden war um so 
notiger, da nach den Angaben von Sérensen und van Slyke 
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einzelne der bei saurer Hydrolyse der Kiweibk6rper entstehenden 
Aminosiiuren gewisse Unregelmifigkeiten in bezug auf ihre 
Reaktionsfihigkeit mit den angewandten Reagenzien darbieten. 
So soll bei der Formoltitrierung das Prolin zu wenig, das 
Tyrosin zu viel Lauge verbrauchen. In dem Apparat von van 
Slyke reagiert Lysin mit beiden Aminogruppen, Prolin und 
Oxyprolin reagieren gar nicht, Ammoniak nur langsam usw. 

Es war daher nétig, durch strenge Innehaltung der ge- 
wiihlten Versuchsbedingungen bei allen Versuchen, deren Er- 
gebnisse untereinander mdglichst vergleichbar zu inachen. 

Die Formoltitrierung wurde stets genau nach den Angaben 
von Sérensen in 20 ccm der untersuchten Lésung unter An- 
wendung von Natronlauge und Phenolphthalein ausgefiihrt. Die 
Ergebnisse sind in allen Fiillen auf Stickstoff umgerechnet 
worden. 

Die Bestimmungen nach van Slyke sind in seinem 
Apparat unter Zusatz von Amylalkohol ausgefiihrt worden. 
Die Reaktionsdauer war stets 5 Minuten. Da zur Bestimmung 
stets 10 ccm Verdauungsflissigkeit verwendet wurde, so ent- 
sprechen die gewonnenen Zahlen direkt denjenigen, die nach 
Sérensen in 20 ccm der gleichen Lésung gefunden wurden. 

Zum Vergleich beider Methoden wurden zunichst einige 
Versuche mit Trypsin und Pankreatin, deren Wirkung am 
Witte-Pepton, Edestin und Clupeinsulfat verfolgt wurde, an- 
gestellt. Die Peptonlésung wurde nach Sérensen (I. c.) dar- 
gestellt, das Clupeinsulfat aus trockenem Heringssperma nach 
A. Kossel, das Edestin aus entfetteten Hanfsamen nach der 
ublichen Methode dargestellt. Die Verdauung wurde stets unter 
Toluol, im Brutschrank bei ca. 37° gefiihrt. Die Ergebnisse 
der Versuche sind im folgenden zusammengestellt : 


Versuch I. 


250 ccm ca, 4°/oiger Lésung von Witte-Pepton + 0,15 g Trypsin 
(Griibler) + 20 ccm /s-Natronlauge + Wasser bis zu 500 ccm. 20 ccm 
der Verdauungsfliissigkeit — 54,04 mg N (nach Kjeldahl). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIX. 28 
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Dauer der N in mg Differenz| In °/o des Gesamt-N 
Verdauung Sérensen| v. Slyke | ™E N |Soérensen| v. Slyke 
0 6,44 6,50 — 0,06 11,92 12,03 
24 Stunden 16,24 11,63 4,61 30,05 21,51 
2 mal 24 Std. 17,64 12,29 5,35 32,64 22,74 
3 » 24 » 18,90 14,33 4,57 34,97 26,52 
4 » 24 » 19,46 14,07 5,39 36,01 26,04 
7 » 24 » 20,30 16,26 4,04 37,56 30,09 
Versuch II. 


500 ccm ca. 4°%oiger Lésung von Witte-Pepton -++ 0,3 g Pan- 
kreatin (Rhenania) + 40 ccm /s-Natronlauge -++- Wasser bis zu 1000 ccm. 


20 ccm der Verdauungsfliissigkeit 


57,47 mg N (nach Kjeldahl). 











—_—_—_— 


In °/o des Gesamt-N 

















Dauer der - N in mg ___| Differenz 
Verdauung /Sérensen| v. Slyke mg N |Sérensen| v. Slyke 
0 7,56 6,77 0,79 13,15 11,78 
6 Stunden 15,68 11,43 4,25 27,28 19,89 
24 , 19,32 13,24 6,08 33,62 23,04 
2 mal 24 Std. 21,28 17,98 3,30 37,03 31,29 
3 » 24 » 21,70 16,98 4,72 37,76 29,55 
4 » 24 » 22,26 17,43 4,83 38,73 30,33 
7 » 24 » 22,68 18,32 4,36 39,46 31,88 
17 » 24 24,08 16,81 7,27 41,90 29,25 
55 » 24 » 25,76 = — 44.82 — 





Versuch III. 
5 g Edestin + 0,2 g Pankreatin (Rhenania) + 20 ccm /s-Natron- 

lauge +- Wasser bis zu 500 ccm. 

= 35,28 mg N (nach Kjeldah)). 





20 ccm der Verdauungsfliissigkeit 























Dauer der | N in mg Differenz| In °o des Gesamt-N 

Verdauung Sdrensen| v. Slyke | mg N Sdrensen| v. Slyke 
0 224 | 193 0,31 6,35 5,47 
6 Stunden 8,40 6,52 1,88 23,81 18,48 
2h 12,18 8,76 3,42 34,52 24.83 
2mal24Std.} 13,22 9,74 3.48 37,47 27,61 
, vali 14,28 11,74 2.54 40,48 33,28 
14 » 24 » 15,40 11,47 3.93 43,65 32,51 
47 » 24 » 17,64 a — 50,00 — 
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Versuch IV. 


5 g Clupeinsulfat ++ 0,2 g Pankreatin (Rhenania) -++ 20 ccm "'5- 
Natronlauge -+ Wasser bis zu 500 ccm. 20 ccm der Verdauungsfliissigkeit 
= 47,60 mg N (nach Kjeldahl). 





Dauer der N in mg Differenz| In °/e des Gesamt-N 


Verdauung |Sérensen. v. Slyke mg N Sdrensen| v. Slyke 

















0 280 | 2,57 0,23 5,88 5,40 

6 Stunden 7,00 | 5,82 1,18 14,71 12,23 

24 > 924 | 7,25 1,99 19,44 15,23 
2mal24Std.| 966 | 7,15 2.51 20,29 15,02 
7+ 10,22 | 818 2,04 21,47 17,18 
14 > 24 >» 10,50 | 876 1,74 22.06 18,41 
47 > Oh > 199 | - - 25,00 —j 


Zu den obenstehenden Tabellen ist folgendes zu bemer- 
ken: offenbar eignen sich die beiden angewandten Methoden 
zur Verfolgung der Proteolyse; jedoch scheint die Methode 
von S6rensen etwas scharfere und sicherere Resultate zu 
geben. Selbst in den Fallen, wo es sich um minimale Zu- 
nahmen des Aminostickstoffs handelte, wie in spateren Stadien 
des Versuchs II, sind die nach dieser Methode erhaltenen 
Zahlen durchaus regelméfig und entsprechend dem theoretisch 
postulierten Verlauf der Reaktion, waéhrend bei den Bestim- 
mungen nach van Slyke wiederholt unregelmifige kleine 
Schwankungen auftreten. Wie zu erwarten war, gibt letztere 
Methode wesentlich niedrigere Resultate. Dies ist wahrschein- 
lich vor allem durch Abspaltung von Prolin und Oxyprolin 
bedingt. Ware es zulissig, aus dem vorstehenden, allerdings 
unzureichenden Material irgend welche Schliisse in dieser Hin- 
sicht zu ziehen, so miiite man glauben, die erwihnte Abspaltung 
finde bereits in ersten Stadien der Verdauung statt. In der 
Tat scheint die Differenz schon in den ersten 24 Stunden der 
Verdauung ihr Maximum zu erreichen und im weiteren Verlauf 
der Reaktion kaum zuzunehmen. 

Wenn diese Vermutung zutrifft, so wiirden die nach 
Sd6rensen gewonnenen Zahlen der Wirklichkeit niher kommen. 
Da zudem diese Methode bedeutend bequemer und zugleich 
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schirfer ist, habe ich sie in den folgenden Versuchen aus- 
schlieBlich in Anwendung gebracht; nur in den Fallen, wo sich 
die Formoltitration infolge der starken Eigenfarbung der Ver- 
dauungsfliissigkeiten schlecht ausfiihren lieB, habe ich zu der 
Methode von van Slyke Zuflucht gehabt. 

Die vorstehenden Versuche beweisen, dafB der Umfang 
der Spaltung bei einzelnen Eiweifstoffen verschieden ist. Bei 
Pepton sind im Laufe von zwei Wochen durch Pankreatin 
ca. 40°/o des Gesamtstickstoffs «formoltitrierbar» geworden; 
beim Edestin ist die entsprechende Zahl ca. 43°/o, bei Clupein 
dagegen ca. 22°/o. Um den Umfang der Spaltung des Clupeins 
unter Einwirkung verschiedener Fermente beurteilen zu kénnen, 
mufte man zuniichst feststellen, wie hoch sich im giinstigsten 
Falle, also nach Sprengung simtlicher Polypeptidverbindungen, 
das Verhaltnis vom «formoltitrierbaren» zum Gesamtstickstoff 
stellt. Um dies zu ermitteln, wurde Clupeinsulfat der voll- 
stindigen Hydrolyse unterworfen und die Titration nach 
Sérensen in der resultierenden Lésung unternommen. 

Der Versuch wurde in folgender Weise ausgefiihrt: ca. 
2 g Clupeinsulfat wurden mit 20 ccm 33 °lo iger Schwefelsdure 
12 Stunden lang am RiickfluBkihler gekocht. Die Lésung wurde 
nach dem Erkalten mit Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. In 
zwei Proben von je 10 ccm sind Stickstoffbestimmungen nach 
Kjeldahl ausgefiihrt worden, die tibereinstimmend in 10 ccm 
47,53 mg N ergaben. Die tibrige Lésung (mit 380,24 mg N) 
wurde mit Barythydrat gegen Lackmus genau neutral gemacht; 
der Niederschlag von Baryumsulfat abfiltriert, ausgekocht und 
wiederholt ausgewaschen; das Filtrat wurde mit Waschwasser 
vereinigt und auf dem Wasserbade eingeengt; sodann ‘auf 
250 cem gebracht. In 20 cem dieser Lésung wurde nach 
Kjeldahl 28,56 mg N gefunden. Es sind somit trotz sorg- 
fiiltigen Auswaschens ca. 23 mg Stickstoff im Baryumsulfat- 
niederschlag geblieben. In der neutralen L6sung wurden sowohl 
nach Sérensen wie nach van Slyke Bestimmungen gemacht 
und zwar mit folgendem Ergebnis: 

nach Sérensen: 10,08 mg N = 35,29°/o des Gesamt-N. 
nach van Slyke: 7,70 mg N = 26,96°o des Gesamt-N. 
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Bei vollstandiger Spaltung des Clupeinmolekiils betrigt also 
der ,formoltitrierbare* Stickstoff tiber ein Drittel des Gesamt- 
stickstoffs. 

Diese Zahlen befinden sich in ziemlich guter Uberein- 
stimmung mit den Ergebnissen der hydrolytischen Spaltung des 
Clupeins. Nach der Hydrolyse findet man ungefihr 88°/o des 
Gesamtstickstoffs als Argininstickstoff, den Rest als « Monoamino- 
stickstoff». Da nun ein Viertel des Argininstickstoffs und der 
ganze Monoaminostickstoff formoltitrierbar sind, so mtiBten von 


100 Teilen Clupeinstickstoff nach der Hydrolyse 7 +- 12, di. 


34 Teile formoltitrierbar sein. Diese Zahl stimmt mit der ge- 
fundenen 35,3 soweit tiberein, als sich bei der gewif nicht 
ohne Nebenreaktionen verlaufenden Hydrolyse durch Schwefel- 
sdure erwarten |aBt. 

Nach diesen vorlaufigen Versuchen habe ich die syste- 
matische Untersuchung der Einwirkung proteolytischer Fermente 
auf Clupein unternommen. Zunichst wurde Trypsin (Griibler) 
untersucht, um seine Wirkung mit derjenigen des Pankreatins 
im Versuch IV zu vergleichen. 


Versuch V. 


1,5 g Clupeinsulfat + 0,2 g Trypsin (Griibler) -++- 6 ccm ®/s-Natron- 
lauge ++ Wasser bis zu 150 ccm. 20 ccm der Verdauungsflissigkeit 
= 49,00 mg N (nach Kjeldahl). 








Dauer der Verdauung N in mg In °jo des Gesamt-N 
(nach Sérensen) 
‘/g Std. bei Zimmertemperatur 9,24 18,86 , 
6 Std. im Brutschrank 13,30 27,14 
24 >» » > 14,00 28,57 
4mal24 >» » . 15,26 31,14. 
12 » 24 » » > 17,22 35,14 








Das untersuchte Praparat scheint somit das Pankreatin 
an Wirksamkeit sogar zu iibertreffen und in relativ kurzer Zeit 
eine vollstandige Spaltung des Clupeins zu bewirken. 

Da bekanntlich die Versuche mit kauflichen Pankreas- 
extraktpraparaten keine sicheren Schliisse betreffend die Wir- 
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kung des Pankreassaftes zulassen, wurde die Wirksamkeit des 
letzteren gepriift. Den benutzten Pankreassaft verdanke ich 
Herrn Prof. O. Cohnheim;") er wurde aus einer Duodenalfistel 
beim Hund auf Injektion von Salzséure frei von Galle und 
Mageninhalt gewonnen. 

Der Stickstoffgehalt des Saftes betrug 6,44 mg N in 5 ccm; 
2 cem Saft -+- 20 ccm Wasser, nach Sorensen titriert, ent- 
sprachen 0,7 mg N. In der folgenden Tabelle ist der «formol- 
titrierbare» Stickstoff in Prozenten des Clupeinstickstoffs, unter 
Abzug des Stickstoffs vom Saft, berechnet. 


Versuch VI. 


2,5 g Clupeinsulfat +- 25 cem filtrierter Pankreasfistelsaft +- 10 ccm 
n/s-Natronlauge -+- Wasser bis zu 250 ccm. 20 ccm der Verdauungs- 
fliissigkeit = 46,70 mg Clupeinstickstoff (nach Kjeldahl). 








Dauer der Verdauuung N in mg In °/o des Gesamt-N 
(nach Sérensen) 
‘eg Std. bei Zimmertemperatur 7,70 15,63 
6 Std. im Brutschrank | 12,60 25,57 
24 > » D 14,70 29,83 
2mal24 >» » » 15,68 31,82 
7 >» 24 » » » 16,52 33,52 
M) » 24 » >» > 17,08 34,66 








Dieser Versuch beweist, dai die Wirkung des Saftes 
ebenso stark und weitgehend ist, wie diejenige der kéuflichen 
Trypsinpraparate. In diesem Falle scheinen also die den letzteren 
etwa beigemengten Proteasen keine Rolle zu spielen. 

In den ersten 30 Minuten, die von der Vermischung des 
Saftes mit der Clupeinlésung bis zur Titration verflossen, hatte 
bereits eine nicht unbetrachtliche Spaltung des Clupeins statt- 
gefunden. In dem folgenden Versuch wurde daher die Titration 
mOglichst rasch nach dem Zusammenbringen der Loésungen 
ausgefiihrt. 

Versuch VII. 


1 g Clupeinsulfat + 10 ccm filtrierter Pankreasfistelsaft +- 4 ccm 
n/s-Natronlauge -+- Wasser bis zu 100 ccm. 20 ccm der Verdauungs- 
fliissigkeit = 46,70 mg Clupeinstickstoff (nach Versuch VI berechnet). 


rf 
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Dauer der Verdauung | N in mg In °/o des Gesamt-N 
| (nach Sérensen) 
0 | 4,48 9,09 
2 Stunden | 11,34 23,01 
4 | 13,02 26,42 








Wie ersichtlich, fand schon wahrend der kurzen, zur 
Ausfiihrung der Titration noétigen Zeit eine gewisse Zersetzung 
statt. Nach Verlauf von 2 Stunden ist die Spaltung bereits 
sehr weit fortgeschritten. 

In bezug auf die Wirkung der tryptischen Fermente konnte 
ich also im ganzen die friiheren Angaben, speziell diejenigen 
von Takemura, bestaétigen. Sie wurden ergiinzt durch die 
genauere quantitative Verfolgung des Verlaufs der Spaltung 
und die Untersuchung der Wirksamkeit des reinen Pankreas- 
fistelsaftes. 

Anders verhilt es sich mit Pepsin. Wie bereits erwihnt, 
ist durch die grundlegenden Untersuchungen von A. Kossel 
und A. Mathews festgestellt worden, daf Pepsinsalzsdure bei 
Protaminen keinen Abbau bewirkt. Dagegen fand Takemura 
bei einem kauflichen Pepsinpriéparat starke Wirkung auf Clupein 
in salzsaurer LOsung, und mit Magenfistelsaft des Hundes in 
essigsaurer Loésung. Dagegen hatte das Extrakt der Schleim- 
haut des Schweinemagens und der Magenfistelsaft des Hundes 
in salzsaurer LOsung keine Wirkung und ebensowenig das kauf- 
liche Préparat in essigsaurer Lésung. Diese Widerspriiche sind 
von Takemura nicht aufgeklart worden; wahrscheinlich handelte 
es sich um dem Pepsin beigemengte Peptasen, vielleicht aber 
sind auch die Ubelstinde der angewandten Gerbsiiuremethode 
bei der Beurteilung der Resultate in Betracht zu ziehen. 

Ich habe die Wirkung des Pepsins (Griibler) auf Clupein- 
sulfat in salzsaurer LOsung untersucht. Die Wirksamkeit des 
Praéparates wurde am Fibrin und Edestin gepriift und stark 
gefunden. 


Versuch VIII. 
1 g Clupeinsulfat +- 0,1 g Pepsin (Griibler) + 30 ccm 2/s-Salz- 
sdure -- Wasser bis zu 100 ccm. 20 ccm der Verdauungsflissigkeit 
= 47,60 mg N (nach Kjeldahl). 
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N in mg 


In °/o des Gesamt-N 
(nach Sérensen) 


Dauer der Verdauung 











0 2,80 5,88 

6 Stunden 2,52 5,29 

24 > 2.52 5,29 
Versuch IX. 


1,5 g Clupeinsulfat +- 0,2 g Pepsin (Griibler) -+- 45 ccm ®/s-Salz- 
siure + Wasser bis zu 150 ccm. 20 ccm der Verdauungsfliissigkeit 
= 48,44 mg N (nach Kjeldahl). 











Dauer der Verdauung N in mg In °/o des Gesamt-N 
(nach Sérensen) 
0 2,66 5,49 
24 Stunden 2,80 5,78 
7 mal 24 Stunden 2,52 5,20 








Wie ersichtlich, konnte in keinem der beiden Versuche 
irgend eine Spaltung des Clupeins konstatiert werden. Im Gegen- 
satz zu den Ergebnissen von Takemura stehen somit die 
meinigen im besten Einklang mit den Beobachtungen von 
A. Kossel und A. Mathews. 

Als weiteres proteolytisches Ferment wurde Papayotin 
(Merck) untersucht, sowohl in schwach alkalischer, wie in 
citronensaurer Lésung. Das benutzte Praiparat war ziemlich 
wirksam gegen koaguliertes Eiweif des Hiihnereies in schwach 
alkalischer Lésung (nach der Vorschrift von Merck). 


Versuch X. 


1,5 g Clupeinsulfat +- 0,2 g Papayotin (Merck) + 0,75 ccm 1/s- 
Natronlauge -++ Wasser bis zu 150 ccm. 20 ccm der Verdauungsflissig- 
keit = 46,48 mg N (nach Kjeldahl). 








Dauer der Verdauung N in mg In °/o des Gesamt-N 
(nach S6rensen) 
‘/, Std. bei Zimmertemperatur 2,10 4,52 
6 Stunden 4,34 9,34 
24 > 4,62 9,94 
4 mal 24 : 5,18 11,14 








12 > 2 » 5,32 11,45 
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In dem folgenden Versuch XI, wo die Wirkung des Pa- 
payotins in citronensaurer Lésung (0,2 °/o Citronensiure) unter- 
sucht wurde, wurde ein Teil der bei der Titration zugesetzten 
Lauge fiir die Neutralisierung der vorhandenen Siiure verbraucht. 
Deshalb geben erst die Zunahmen tiber den Anfangswert Auf- 
schlu8 tiber den Verlauf der Spaltung. Daher sind erst sie 
in Prozenten des Gesamtstickstoffs ausgedriickt. 


Versuch XI. 


1,5 g Clupeinsulfat -++- 0,2 g Papayotin (Merck) + 3ccm 10°/oiger 
Citronenséurelésung -+- Wasser bis zu 150 ccm. 20 ccm der Verdauungs- 
fliissigkeit = 47,46 mg N nach (Kjeldahl). 


























Dauer der N in mg Zunahme In °/o des 
Verdauung (nach Sérensen) (in mg N) Gesamt-N 
0 10,22 - _ 
6 Stunden 11,34 1,12 2,36 
24 > 12,04 1,82 3,84 
4 mal 24 Std. 12,74 2,52 5,31 
7 >» 24 » 12,74 2,52 5,31 


Nach den Versuchen X und XI besitzt also das Papayotin 
dem Clupein gegeniiber eine geringe spaltende Wirkung. Die 
Spaltung ist sehr langsam und wenig umfangreich; sie scheint 
etwas besser in schwach alkalischer als in citronensaurer L6sung 
zu verlaufen. 

Dieses Ergebnis weicht von demjenigen von Takemura 
erheblich ab. Der Genannte hat die Wirkung des Papayotins 
auf Clupeinacetat sowohl in neutraler wie in essigsaurer Lésung 
nach der Gerbséuremethode untersucht. In beiden Fiillen fand 
bedeutende Zunahme des durch Gerbsaure nicht fallbaren Stick- 
stoffs statt. In neutraler Lésung betrug der nicht fallbare 
Stickstoff am ersten Tage 4,6°/o, am fiinften Tage 41,3°/o des 
gesamten Stickstoffs; in essigsaurer Lésung 20,7°/o am ersten 
und 44,6°/o am fiinften Tage. Der groBe Unterschied in den 
Anfangswerten bei neutraler und essigsaurer Lésung scheint 
aber dafiir zu sprechen, daB es sich bei diesen Versuchen eher 
um eine Verschiebung der Léslichkeitsverhialtnisse als um wirk- 
liche Spaltung handelte. Es fehlen bis jetzt iiberhaupt Beweise 
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dafiir, da Papayotin befahigt ist, Eiweif in gro6Berem Umfange 
tief abzubauen. Die dlteren Versuche bringen dafiir keine 
sicheren Daten. In neuerer Zeit konnte Emmerling§) bei 
Anwendung von 1000 g trockenem Fibrin und 80 g Papayotin 
nach lange (iiber sechs Wochen) protrahierter Verdauung aus 
dem Verdauungsgemisch nur wenige Gramm von krystallini- 
schen Produkten isolieren; das meiste in Lésung gegangene 
Eiweif wurde in Form von Albumosen und Peptonen vorge- 
funden. Als eine Erkliirung der duferst zahlreichen Wider- 
spriiche, die in der Literatur tiber Papayotin vorhanden sind, 
mag folgendes Zitat von Vines’), einem guten Kenner dieses 
Fermentes, angefiihrt werden: 

«No detailed analysis of the foregoing results is necessary 
to show that the various samples of papain experimented upon 
differed widely in their general proteolytic activity, and in 
their relation as well to acid and alkali as to the various 
antiseptics employed. Moreover, they account for the conflic- 
ting and sometimes contradictory observations not only of 
Emmerling and myself, but also of earlier observers such 
as Mendel, Martin and Wurtz. One thing, at any rate, is 
made clear, that the last word as to the properties of papain 
will not have been pronounced until a series of careful obser- 
vations have been made with perfectly fresh material, so as 
to avoid all those modifications that must necessarily accom- 
pany the preparation of the varieties of dried papain which 
have hitherto been used in experiments. » 

Im AnschluB an die angefiihrten Versuche sollte auch 
die Wirkung von einigen proteolytischen Organprefsaften auf 
Clupein untersucht werden. 

Der Hefeprefsaft wurde aus Prefhefe in iiblicher Weise 
bei 300 Atmosphiaren Druck dargestellt. Der ausgepreBte Saft 
wurde stets 24 Stunden.im Brutschrank gehalten, bevor er fiir 
den Versuch verwendet wurde. Neben dem eigentlichen Ver- 
dauungsgemisch wurde stets ein Kontrollkolben angesetzt, wel- 
cher die gleiche Menge Saft und Séure, aber kein Clupein 
enthielt. Die Wirkung wurde in salzsaurer und citronensaurer 
Lésung, in letzterem Fall sowohl am Clupeinsulfat wie Clupein- 
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acetat verfolgt. Die Ergebnisse der ausgefiihrten Versuche sind 
in den folgenden Tabellen zusammengestellt. 


Versuch XII. 

1,5 g Clupeinsulfat + 10 ccm Hefeprefisaft +- 45 ccm 1/s-Salz- 
siure --+ Wasser bis zu 150 ccm. 

Kontrolle: 10 ccm Hefeprefisaft + 45 ccm /s-Salzsiure -- Wasser 
bis zu 150 ccm. 

20 ccm der Verdauungsfliissigkeit = 54,60 mg N (nach Kjeldahl). 

20 ccm der Kontrolle = 10,08 mg N (nach Kjeldahl). 

20 ccm der Verdauungsflissigkeit = 44,52 mg Clupein-N. 








Dauer der | Versuch. N in mg | Kontrolle. N in mg | Versuch ~ Kontrolle 
Verdauung | (nach Sérensen)| (nach Sérensen) N in mg 
0 5,88 4,20 1,68 
6 Stunden 5,60 3,64 | 1,96 
4 >» 5,74 3,78 | 1,96 





Versuch XIII. 
1,5 g Clupeinsulfat + 10 ccm Hefeprefisaft +- 10 ccm 3 °/oiger 
Citronensdurelésung -++- Wasser bis zu 150 ccm. 
Kontrolle: 10 ccm Hefeprefisaft +-+- 10 ccm 3 °/oiger Citronensdure- 


lésung -- Wasser bis zu 150 ccm. 
20 ccm der Verdauungsfliissigkeit = 48,72 mg N (nach Kjeldahl). 
20 ccm der Kontrolle = 4,48 mg N (nach Kjeldahl). 
20 ccm der Verdauungsfliissigkeit = 44,24 mg Clupein-N. 














Dauer der | Versuch. N in mg} Kontrolle. N in mg/ Versuch = Kontrolle 
Verdauung |(nach Sérensen)| (nach Sérensen) N in mg 
0 14,70 | 12,74 1,96 
6 Stunden 14,84 | 13,16 1,68 
24 > 14,98 | 12,88 2,10 
6 mal 24 Std. 15,54 | 13,16 2,38 








In den Versuchen XII und XIII konnte somit keine Wirkung 
konstatiert werden; im Versuch XIV dagegen scheint eine sehr 
schwache und duferst iangsame Spaltung stattgefunden zu haben. 
Jedenfalls bleiben die gefundenen Zahlen weit hinter denjenigen 
von Takemura zuriick. 


Versuch XIV. 


40 com ca. 4°%/oiger Clupeinacetatlésung + 10 ccm HefepreBsaft 
+ 10 ccm 3°%oiger Citronensiurelésung -+- Wasser bis zu 150 ccm. 
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Kontrolle: 10 ccm HefepreBsaft +- 10 ccm 3°%/ciger Citronensaure- 
lésung ++ Wasser bis zu 150 ccm. 

20 ccm der Verdauungsfliissigkeit = 52,36 mg N (nach Kjeldahl). 

20 ccm der Kontrolle = 3,92 mg N (nach Kjeldah)). 

20 ccm der Verdauungsfliissigkeit = 48,44 mg Clupein-N. 

















— Versuch. Kontrolle. Versuch + Kontrolle 

N in mg N in mg ; ‘in %o des 

Verdauung (nach Sérensen)]| (nach Sérensen) in mg N Clupein-N 
0 14,56 11,20 3,36 6,93 
24 Stunden 14,98 11,20 3,78 7,80 
3 mal 24 Std. 15,12 11,34 3,78 7,80 
12 » 24 » 16,10 11,20 4.90 10,12 
24 » 24 » 16,38 11,34 5,04 10,40 














Als weitere Fermentlésung gelangte zur Untersuchung der 
Milzprefsaft, dessen proteolytische Eigenschaften von Hedin?®) 
entdeckt wurden. Eine frische Rindsmilz wurde fein zerhackt, 
mit Quarzsand zerrieben, mit Kieselgur vermengt und in 
der Buchnerschen Presse bei 300 Atmosphéren Druck aus- 
geprefit. Der erhaltene Saft war klar, aber stark rotlich gefarbt. 
Da infolgedessen die Formoltitrationen unmdéglich waren, wurde 
in diesem Versuch der Verlauf der Spaltung nach der Methode 
von van Slyke verfolgt. 

Versuch XV. 


25 ccm ca. 4°/oiger Clupeinacetatlésung -+- 10 ccm Milzprefsaft 
-+- 2ccm 10°/oiger Essigsiure 4-+- Wasser bis zu 100 ccm. 

Kontrolle: 10 ccm Milzprefsaft 4+- 2 ccm 10°/oiger Essigsaéure 
-+- Wasser bis zu 100 ccm. 

20 ccm der Verdauungsfliissigkeit = 63,28 mg N (nach Kjeldahl). 

20 ccm der Kontrolle = 19,04 mg N (nach Kjeldahl). 

20 ccm der Verdauungsfliissigkeit = 44,24 mg Clupein-N. 











— Versuch. Kontrolle. Versuch ~ Kontrolle 

N in mg N in mg in Jo des 

Verdauung (nach van Slyke)| (nach van Slyke) in mg N Clupein-N 
0 2,18 2,06 0,12 0,27 
24 Stunden 5,72 4,00 1,72 3,89 
3 mal 24 Std. 6,52 4,00 2,52 5,70 
6 » 24 » 9,22 5,46 3,76 8,50 
17 >» 24 » 9,96 4,75 5,21 11,78 
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Wie ersichtlich, iibt somit der Milzprefsaft in essigsaurer 
Losung bezw. die B-Lieno-Protease Hedins auf Clupein eine un- 
verkennbare, wenn auch langsame proteolytische Wirkung aus. 
Die betreffenden Angaben von Takemura konnten somit durch 
meinen Versuch bestitigt werden. 

In einem letzten Versuch wurde schlieSlich das Clupein 
der Wirkung des Darmprefsaftes unterworfen. Wie bereits er- 
wahnt, hatte Cohnheim beobachtet, daf Clupein rasch durch 
Erepsin gespalten wird; genauere Angaben iiber den Verlauf 
und Umfang der Spaltung lagen aber bisher nicht vor. Als 
Erepsinldsung habe ich Darmprefsaft vom Hunde benutzt. Der 
Diinndarm von einem frisch getéteten Hunde wurde aufge- 
schnitten, vom Inhalt befreit und mit Wasser gut abgespiilt. 
Sodann wurde die Schleimhaut mit einer Glasscherbe abge- 
schabt, mit Quarzsand sorgfaltig zerrieben, mit Kieselgur ver- 
mengt und bei 300 Atmospharen Druck ausgeprefit. Den erhaltenen 
Saft habe ich direkt als Erepsinlésung benutzt. Die Ergebnisse 
des Versuchs sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Versuch XVI. 


1,5 g Clupeinsulfat +- 10 ccm Erepsinlésung +- 3 ccm 2/s-Natron- 
lauge -++ Wasser bis zu 150 ccm. 

Kontrolle: 10 ccm Erepsinlésung -+- 3 ccm ®/s-Natronlauge +- Wasser 
bis zu 150 ccm. 

20 ccm der Verdauungsfliissigkeit = 52,78 mg N (nach Kjeldahl). 

20 ccm der Kontrolle = 7,70 mg N (mach Kjeldahl). 

20 ccm der Verdauungsfliissigkeit = 45,08 mg Clupein-N. 








oe Versuch. Kontrolle. Versuch — Kontrolle 

N in mg N in mg ‘in %o des 

Verdauung (nach Sérensen)|(nach Sérensen) in mg N | Clupein-N 
0 6,72 5,04 1,68 | 3,73 
6 Stunden 20,86 6,02 14,84 32,92 
24 > 22,12 5,88 16,24 36,03 
3 mal 24 Std. 21,84 6,16 15,68 34,78 














Das Erepsin ist somit befahigt, Clupein duferst schnell 
und weitgehend abzubauen. Bereits nach Verlauf von 24 Stunden 
scheint die Spaltung vollstandig zu sein. 











414 F. Rogoziiski, Einwirkung proteolytischer Fermente auf Clupein. 


Die Ergebnisse der mitgeteilten Versuche lassen sich kurz 
in folgenden Worten zusammenfassen: 

1. Trypsin, Pankreatin, Pankreasfistelsaft und Erepsin be- 
wirken eine schnelle und weitgehende Proteolyse des Clupein- 
molekiils. Die durch diese Fermente hervorgerufene Spaltung 
ist an Umfang derjenigen gleich, welche durch Kochen mit 
starken Mineralsiuren bewirkt wird. 

2. Die Spaltung des Clupeins durch £-Lieno-Protease, 
Papayotin und HefepreBsaft ist bedeutend weniger umfangreich 
und verliuft viel langsamer. Am starksten scheint die Milz- 
protease, am schwiachsten der HefepreBsaft zu wirken. 

3. Pepsin in salzsaurer L6sung bewirkt keine wahrnehm- 


bare Spaltung des Clupeinmolekiils. 
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Bemerkungen zu der Arbeit von E. Grafe und V. Schlapfer:') 
«Uber Stickstoffretentionen und Stickstoffgleichgewicht bei 
Fiitterung von Ammoniaksalzen.» 

Von 
Wilhelm Viltz. 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Juni 1912.) 





In dieser vor kurzem publizierten Arbeit, welche die Autoren tibrigens 
zu denselben Ergebnissen fiihrte, zu denen ich bereits vor langerer Zeit 
auf Grund eigener diesbeziiglicher Untersuchungen gelangt bin, machen 
die Verfasser in mehreren wesentlichen Punkten unzutreffende Angaben 
tuber meine Versuchsanstellung und die daraus gezogenen Schluffolge- 
rungen. So wird von Grafe und Schlaipfer hervorgehoben, daf ich 
mich vom praktischen Standpunkte aus mit der Frage befaft hatte, ob 
bei den «Zuchttieren» (simtlich Pflanzenfresser) Zugaben von Asparagin 
und Ammoniaksalzen einen giinstigen Einfluf auf den Eiweifistoffwechsel 
austiben. Diese Angabe entspricht nicht den Tatsachen. Meine dies- 
beziiglichen Untersuchungen ?*)*) tiber die N-Retention nach Asparagin- 
und Ammonacetatzufuhr sind an Fleischfressern (Hunden) zur Durchfiihrung 
gelangt und hatten in erster Linie theoretisches Interesse. Es kam mir 
darauf an, festzustellen, wie grofs der physiologische Nutzeffekt dieser 
und anderer einfach konstituierter N-haltiger Verbindungen ist, und ob 
die tierischen Zellen den Stickstoff der genannten Verbindungen eventuell 
zu verwerten vermégen. Diese Gesichtspunkte bestimmten mich dazu, 
Hunde als Versuchstiere zu wahlen, weil die Verwertung der Nahrung 
beim Fleischfresser im Gegensatz zu Herbivoren nur wenig durch die 
Tatigkeit der Mikroorganismen im Verdauungstraktus kompliziert wird. 
Bei meinem ersten Versuch (Il. c.) erhielt eine kleine, ca. 4,8 kg schwere 
ausgewachsene Hiindin eine aus Fleisch, Reis und Schmalz bestehende 





'’ Diese Zeitschrift, Bd. 77, Heft 1, S. 1—21, 1912. 

2) W. Véltz, Uber das Verhalten einiger Amidsubstanzen allein 
und im Gemisch im Stoffwechsel der Karnivoren. Arch. fiir die ges. Phy- 
siologie, Bd. 112, S. 413—438, 1906. 

$) W. Véltz (Referent) und G. Yakuwa, Uber die Verwertung 
verschiedener Amidsubstanzen durch Karnivoren. Archiv fir die ges. 
Physiologie, Bd. 121, S. 117—149, 1908. 
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Grundration, zu der in den Hauptperioden als Zulage 1 g Stickstoff in 
Form der zu untersuchenden Amidsubstanzen (Asparagin, Ammonacetat, 
Acetamid, Glykokoll und endlich ein Gemisch der genannten Amide) ge- 
reicht wurde. Die Nahrung war sowohl hinsichtlich des Gehaltes an 
N-haltigen Verbindungen als auch an N-freien Stoffen reichlich bemessen, 
da pro Kérperkilogramm und Tag rund 0,9 g N und 125 Kal., bezw. rund 
110 nutzbare Kalorien verabreicht wurden. Infolge intensiverer und speziell 
N-reicherer Ernahrung waren bei der vorliegenden Versuchsreihe giinstige 
Bedingungen fiir eine Stickstoffretention nicht vorhanden, nur wahrend 
der 3 ersten Perioden wurden 0,5 g N (Grundfutterperiode) bezw. 0,29 g N 
(Asparaginperiode) bezw. 0,5 g N (Ammonacetatperiode) retiniert. Spater be- 
stand, mit Ausnahme der Amidgemischperiode (Ansatz 0,17 g N), nahezu 
Stickstoffyleichgewicht, und es trat insofern eine Komplikation ein, als sich 
im weiteren Verlauf des Versuches bei dem Versuchstier ein Darmkatarrh 
ausbildete, der zu einer kontinuierlich zunehmenden Stickstoffausscheidung 
in den Faeces fiihrte. 

In einer zweiten experimentellen Arbeit wurden von mir in Ge- 
meinschaft mit G. Yakuwa (Il. c. 3) an 3 Hiindinnen 3 Versuchsreihen 
mit den genannten Amidsubstanzen durchgefiihrt, von denen die erste ‘) 
wegen Erkrankung des Versuchstieres vorzeitig abgebrochen werden mufte. 

An dem zweiten Tier, und zwar einer wachsenden Hiindin, wurden 
12 Perioden von zumeist je 5tagiger Dauer durchgefithrt. Das Regime be- 
stand auch hier aus Fleisch, Reis und Schmalz und wihrend der Hauptperiode 
auferdem aus einer Zulage von 1g N in Form der zu untersuchenden Amid- 
stoffe. Jede Hauptperiode wurde von Grundrationsperioden eingeschlossen. 
Um giinstige Bedingungen fiir Stickstoffretentionen zu schaffen, war die 
Stickstoff- und Energiezufuhr bei der wachsenden Hiindin Nr. 2 we- 
sentlich geringer bemessen als bei den Versuchen an den anderen Tieren. 
Es wurden nimlich pro Kérperkilogramm und Tag nur 0,4—0,6 g N und 
80—90 Kalorien verabfolgt. Der Harn wurde tiiglich morgens vor der 
Fiitterung mittels Katheters abgegrenzt, sodaf man den Verlauf der Kurve 
fiir den N-Gehalt des Urins in jeder Periode genau verfolgen kann. Uns 
interessiert zunachst Versuch mit der dem Ammonacetat. Die diesbeziig- 
lichen analytischen Daten lasse ich folgen: 

Grundrationsperiode (27. Mai bis 1. Juni 1907) 
Das Tier Nr. 2 (wachsende Hiindin) erhielt pro die: 
80,00 g Fleisch = 2,44 g¢ N und 150,48 Kal. 
80,00 » Reis = 0,86 > » » 302,96 » 
ee ee ee 20,00 » Schmalz = 0,02 » » » 189,20 » 
ames von 10 g sas dis f 2,00 > Knochen = 0,10> > > Ome > 
Summa. . . 3,42 g¢N und 643,09 Kal. 





1) Es handelt sich um die in dem friiheren Versuch (1. c. Anm. 2) 
von mir benutzte Hiindin. 
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N-Bilanzen: 
a 
Das | Es wurden eee g } N jAlso angesetzt N}| Ge- 





on Tier os wicht 
pro die | derenie | Sa. Ein-_ | Tieres 


Harn | Kot 


1907 | g N | gebilden | g | nahme] kg 




















27,28. V. | 3,42] 3,24| 0,63 | 0,08 | 3,95|—0,53) — 15,50] 7,520 
28, /29. 3.42] 2,99 | ssl 0,08 | 3,70/—028 — 819] — 
29/30. 3,42] 2,87) 0,63 | 0,08 | 3,58}—0,16 — 468] — 
30./31. 3,42 7 0,63 | 0,08 | 3,77]—0,35'—10,23] — 
31/1. VI | 3,42] 2,90/ 063! 008 | 3,61]—0,19|— 5,56] 7,560 
| 
| 


Summa .| 17,10 15.06 | 315 | 040 | 18,61/—1,51;— 883) — 
Also im Mittel von 5 Tagen: 
| 3,42 | 3,01| 0,63 | 0,08 | 3,72 |— 0,30, — 8,83 | 


Die Nahrung war also unzureichend, da das Tier taglich 0,3 g N 
von seinem Korperbestande einbiifte. 


Ammonacetatperiode (1.—6. Juni 1907). 
Das Tier Nr. 2 (wachsende Hiindin) erhielt pro die: 


80,00 g Fleisch = 2,44 g N und 150,48 Kal. 
80,00 » Reis =0,86>> » 302.96 > 
5,79 » Ammonacetat =1,00» » » 20,72 » 
Anteil an der on >» Schmalz = (0,02> » » 189,20 » 
Knochenration von ¢ 2,00 » Knochen =0,10> >» » 045 » 
S0'§ pro aie Summa. . . 4,42>N und 663,81 I Kal. 


N-Bilanzen: 
Hee FN 
Das | Es wurden ausgeschieden g N jAlso angesetzt N} Ge- 














Datum Reon im | im |i den Epi- | lo der — 
pro die pv dermis- | Sa. Ein- | Tieres 
1907 g N Harn | mot gebilden | g | nahme | kg 
1/2. VI. | 4,42] 3,71! 043 | 008 | 422] 020! 4,2 | 7,560 
2./3. 4421 2,53; 043/ 0,08 | 4,04] 038) 860 | — 
3,/4. 4,42] 3,49/ 0,43} 0,08 | 4,00] 042) 9,50 | — 
4/5. 4,42| 3,53| 043| 008 | 404] 038| 860 | — 
5./6. 4,42 3,68 | 0,43 | 0,08 | 419] 0,23 | 5,20 | 7,700 


Summa . | 22,10 17,94 | 2.15 | 0,40 | 20, 49} 161); — a 
Also im Mittel von 5 Tagen: 


| 442] 3.59) 0,48 | 
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008 | 410) 0,82| 729 | — 
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Abschliehende Grundrationsperiode (6.—13. Juni 1907). 


Das Tier Nr. 2 (wachsende Hiindin) erhielt pro die: 


80,00 g Fleisch = 2,44 g N und 150,48 Kal. 
80,00> Reis = 0,86>> » 302,96 > 
20,00 » Schmalz = 0,02» » » 189,20 » 


Anteil an der Knochen- \ om on 
ration von 14g pro die f 2,00 > Knochen = 0,10 > » 0,45 


Summa. . . 3,42 g¢N und 643,09 Kal. 





N-Bilanzen: 


= 








Das | Es wurden ausgeschieden g N {Also angesetzt N] Ge- 


wicht 


Detain | sree oe a eee a Ta, 

; erhielt] jm | jm |ndenEpi- | °/o der | des 
pro die | 7 | dermis- | Sa. | Ein- |Tieres 

1907 | g Nn | Harn) Kot | gebilden | ¢ | nahme | kg 





6/7. VL| 3,42] 2,83) 0,48 0,07 | 3,38] 0,04 1,16 | 7,700 


7,/8. 342] 2,70 0,49 | 0,08 3271 015 439 | — 
8./9. 3,42] 2,76 0,49} 0,08 333] 009 263 | — 


| 
| 
9/10. | 342] 2,77, 049) 0,08 | 3,34] 0,08 234 | — 
10/11. | 3,42] 2,77, 049) 0,08 | 3,34) 0,08 2,34 | — 
11/12. | 3,42] 287) 0,49) 008 | 344/—002 —os8 | — 
12/13. | 342] 2,85) 049) 0,08 | 342] 0 | 0 7,740 


Summa .| 23,94] 19,55) 342| 0,55 | 2352) — | — no 























Also im Mittel von 7 Tagen: 


| 342] 279/ 049 | 0,08 | 3,36] 0,06, 1,76 | — 
| | 


! 


Wir ersehen aus den vorstehenden Zahlen fiir die 3 Perioden, dah 
durch die Zulage von 1 g Stickstoff in Form von Ammonacetat im Ver- 
gleich zur Vorperiode 0,62 g N, im Vergleich zur Nachperiode 0,26 g N 
und im Vergleich zu dem Durchschnittswert aus beiden Perioden 0,44 g N, 
entsprechend 44°%o des Ammonacetatstickstoffes taglich von 
dem Tier retiniert wurden. 

Handelt es sich bei dieser N-Retention von tiaglich 0,4 g um eine 
direkte Verwertung des Ammonacetatstickstoffes durch die tierischen 
Zellen, oder lassen die Befunde andere Deutungen zu? Wir wollen einmal 
annehmen, dafs es sich hier um eine indirekte Wirkung handelte, dah 
also a&hnlich, wie nach Kohlenhydrat- oder Fettzufuhr, eine sogenannte 
eiweifsparende Wirkung durch die Ammonacetatgabe erzielt worden ware. 
Unter dieser Voraussetzung ergibt sich folgendes: 
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Der Energiegehalt des verabreichten Ammonacetates betrug 20,72 Kal., 
von denen, falls der gesamte Ammonacetatstickstoff als Harnstoff zur 
Ausscheidung gelangt ware, 5,45 Kal. ungenutzt den Korper verlassen 
hatten, es waren somit noch 20,72 — 5,45 = 15,27 Kal. des Ammon- 
acetates fiir den Organismus verfiigbar gewesen. Es gibt keine N-freien 
Nahrstoffe, von denen isodyname Mengen, also 15,27, oder 
auch 20,72 Kal., eine Retention von 0,4g Stickstoff bewirken 
kénnten. Es muf also der Ammonacetatstickstoff bei dem vorliegenden 
Versuch direkt verwerltet worden sein, sofern eine nachtrigliche Aus- 
scheidung nicht stattgefunden hat. Wenn wir uns hierauf die betreffenden 
Daten tiber den N-Gehalt des Harnes der abschliehenden Grundfutter- 
periode an den einzelnen Tagen ansehen, so erkennen wir, daf von einer 
nachtriglichen Ausscheidung des verabreichten Ammonacetatstickstoffes 
nicht die Rede ist. Ein etwaiger Einwand, dafi der Ammonacetatstickstoff 
noch spater als nach 7 Tagen zur Ausscheidung gelangen kénnte, wire 
leicht zu widerlegen; denn erstens hatte die Ausscheidung schon an den 
ersten Tagen der abschliefenden Grundfutterperiode wenigstens begonnen 
haben miissen und zweitens wurden an demselben Tier ohne Unter- 
brechung weitere Versuche durchgefiihrt, in denen sich eine nachtragliche 
vermehrte N-Ausscheidung unbedingt gezeigt hatte, was jedoch nicht der 
Fall war (siehe die Originalarbeit, 1. c., S. 1, Anm. 3). Beim Ammon- 
acetat handelt es sich zudem um einen im tierischen Organismus leicht 
zersetzlichen Stoff, dessen Stickstoff, sofern die Bedingungen fiir eine 
Retention, z. B. infolge reichlicher Nahrung, bezw. der Tendenz des Or- 
ganismus, das N-Gleichgewicht zu erreichen, ungiinstig sind, sehr schnel] 
im Urin wiedererscheint (siche hierzu die auf S$. 1, Anm. 2 zitierte 
Arbeit), Es war durch meine mitgeteilten Versuche somit er- 
wiesen, dafi der Ammoniakstickstoff auch vom Fleischfresser 
verwertet zu werden vermag. 

Aufer fiir das Ammonacetat habe ich an der wachsenden Hiindin 
und mein Mitarbeiter Yakuwa an einer zweiten Hiindin unter analogen 
Versuchsbedingungen in Ubereinstimmung gefunden, dafi 23°%o des 
Acetamidstickstoffes und ebenfalls ein ziemlich hoher Prozentsatz 
vom Stickstoff des Amidgemisches retiniert wurden. 

Nun behaupten Grafe und Schlapfer irrtiimlich, ich hatte als 
Ursache fiir die N-Retentionen die Tatigkeit der Darmbakterien angesehen. 
Demgegeniiber stelle ich fest, aus den in Betracht kommenden Befunden 
gefolgert zu haben, daf der Fleischfresser seine N-Bilanzen aus den Amid- 
substanzen giinstiger zu gestalten vermag. Ich habe, lange bevor Grafe 
und Schlapfer ihre Versuche in Angriff nahmen, mich mehrfach dahin 
gedufert, daf§ im Hinblick auf die im Verdauungstraktus beim Karni- 
voren im Vergleich zum Herbivoren sehr zuriicktretende Bakterientatigkeit 
zu folgern wire, dafs die tierische Zelle so einfache N-haltige Verbin- 
dungen, wie das Ammonacetat direkt verwerten, ja dieselben vielleicht 
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sogar zu hodher konstituierten N-haltigen Stoffen aufbauen kann.')*) Diese 
Deutung ist durch die Forschungen von Knoop*) und Embden‘) sehr 
wahrscheinlich geworden. 

Die Folgerungen von Grafe und Schlapfer aus ihrer Arbeit sind 
also nur eine Bestatigung meiner friiheren diesbeziiglichen Resultate. 


'!) W. Véltz, Uber die Bedeutung der Amidsubstanzen fiir die 
tierische Ernihrung. Landwirtschaftliche Jahrbiicher, Festschrift zur Feier 
des 70, Geburtstages von H. Thiel, S. 433—448, 1909. 

*) W. Véltz, Jahresbericht fiir Tierchemie tiber das Jahr 1910, 
S. 668. 

*) Knoop, Uber den physiologischen Abbau der Sauren und die 
Synthese einer Aminosiure im Tierkérper. Diese Zeitschrift, Bd. 67, 
S. 489, 1910. 

‘) Embden, Uber synthetische Bildung von Aminosduren in der 
Leber. Biochemische Zeitschrift, Bd. 29, S. 423, 1910. 
































Uber die Wirkung von Ammoniak und Ammoniakderivaten auf 
die Oxydationsprozesse in Zellen. 
Von 


Eduard Grafe. 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Mai 1912.) 
(Aus der medizinischen Klinik in Heidelberg.) 


Als Fortsetzung der Untersuchungen iiber Oxydations- 
beeinflussungen soll im folgenden tiber die Wirkung des Am- 
moniaks, der einfachen Amine und der komplizierteren Amine 
(Alkaloide) berichtet werden. Die Versuchsanordnung war die- 
selbe, wie sie in friiheren Arbeiten ausfiihrlich beschrieben 
worden ist.1) Herr Dr. Warburg hat mich zur Ausfiihrung dieser 
Untersuchung angeregt und bei ihr angeleitet. 

Ein bemerkenswerter Unterschied im Verhalten der Zellen 
gegen basische Substanzen besteht darin, dafi beim Vermischen 
und Waschen der Zellsuspensionen mit basischen Lésungen 
Gleichgewichte nicht erreicht werden. Mischt man z. B. 2 ecm 
Zellsuspension (in physiologischer Kochsalzlisung) mit 15 ccm 
1/200-n-Ammoniaklésung (gleichfalls in physiologischer Kochsalz- 
losung), zentrifugiert und bestimmt die OH-Ionenkonzentration 
in der tiberstehenden Fliissigkeit, so findet man sie bedeutend 
geringer, als einer Verdiinnung von 15:17 ccm entsprechen 
wurde. Mit Hilfe von Indikatoren kann man sich leicht hier- 
von tiberzeugen. Die Alkalescenzabnahme, die sofort und auch 
bei O° eintritt, findet jedesmal beim Vermischen mit neuen 
Quantitaten Basenlisung wieder statt, wobei die Ursache zunichst 
u.a. eine Speicherung von Ammoniak in der Zelle ist; spater nimmt 
nicht mehr die NH,-Menge, sondern nur noch die OH-Ionen- 
konzentration in der iiberstehenden Fliissigkeit ab, wie kolori- 


') Warburg, Zeitschrift f. physiol. Chemie, Bd. 76, S. 331 (1912). 
Warburg u. Wiesel, Pfliigers Archiv, Bd. 144, S. 465. Ferner eine 
kurze Mitteilung iiber Wirkung basischer Substanzen. 0. Warburg, Ver- 
handlungen des Deutschen Kongresses fiir innere Medizin 1911, 5S. 553. 
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metrische Ammoniakbestimmungen nach NeBler lehren. Wiascht 
man fortgesetzt mit selbst 4uBerst verdiinnten Ammoniaklésungen, 
so gehen die Zellen unter Farbstoffaustritt zugrunde. Abhnlich 
wie Ammoniak verhalten sich die einfacheren und zum Teil 
auch die komplizierteren Amine. 

Unter diesen Verhiltnissen hangt es vollig von der Menge 
der Basenl6sung bezw. von der Zahl der Waschungen ab, mit 
welcher Konzentration eine Wirkung erzielt wird, je nach der 
Anordnung lat sich mit '!/100 oder !/1000-n-Ammoniak das Gleiche 
erreichen und es entsteht die Frage, ob zahlenmafigen An- 
gaben tiberhaupt ein Wert zukommt. Diese Frage muf bejaht 
werden, weil bei einigermafien ahnlichem Vorgehen die Regel- 
miafigkeit der Resultate véllig befriedigend ist. Versuche, die 
im Laufe der letzten 11/2 Jahre zu verschiedenen Jahreszeiten, 
mit verschiedenstem Zellmaterial angestellt wurden, verliefen 
ausnahmslos gleich, sodafi die Versuchsbedingungen als eben- 
sogut reproduzierbar bezeichnet werden miissen, wie diejenigen, 
bei denen es sich um Gleichgewichtskonzentrationen handelt. 

Die Experimente kénnen entweder so angeordnet werden, 
dafi die Konzentrationen der Basenlésungen oder bei gleichen 
Konzentrationen die Men gen der Basenlésungen variiert werden. 
Im folgenden wurde meist nach dem zweiten Modus verfahren, 
und je nachdem mit einer Basenlésung bestimmter Konzentration 
einmal, zweimal oder mehrmals gewaschen wurde, konnte die 
ganze Skala der Basenwirkung beobachtet werden, d.h. bei 
kleinster Menge Steigerung der Oxydationsprozesse, bei 
groferer Menge reversible Hemmung, bei noch griferer 
Menge irreversible Hemmung und schlieflich Himolyse. 
Diese Stufenfolge ist charakteristisch fiir die einfachen Amine 
bis hinauf zum Coniin und Nicotin, wahrend bei den kompli- 
zierteren Aminen mit hohem Molekulargewicht die eine oder 
andere Erscheinung ausfillt, woftir teilweise die Léslichkeitsver- 
haltnisse verantwortlich zu machen sind. 

Worin besteht nun das Wesen der Aminwirkung? Im 
Ammoniak sind im chemischen Sinn reaktionsfahig die Wasser- 
stoffatome der Amidogruppe und man kénnte wohl erwarten, 
dai ein Zusammenhang dieser reaktionsfahigen Atome mit der 
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Wirkung auf die chemischen Prozesse in der Zelle besteht, dai 
also beispielsweise tertiare Amine, in denen diese Wasserstoff- 
atome substituiert sind, schwacher oder anders als Ammoniak 
reagieren; dai Allylamin vermége seiner Doppelbindung Unter- 
schiede zeigt gegentber der gesattigten Verbindung, dem Propyl- 
amin usw. Das ist nicht der Fall. 

Fiir eine grofe oder vielleicht die grifite Zahl der Kohlen- 
stoffverbindungen wurde eine Abhingigkeit der Wirkungsstirke 
von gewissen physikalischen Eigenschaften, die im Zusammen- 
hang mit ihrem Teilungsverhialtnis zwischen Ol] und Wasser 
stehen, festgestellt. Diese Beziehung besteht nicht fiir die 
Amine, Substanzen mit so verschiedenem Teilungs- 
verhaltnis, wie Ammoniak und Piperidin einerseits, 
Amylamin und Coniin anderseits, wirken fast gleich. 


Anordnung: 2 ccm Zellsuspension -+- 10 ccm Basenlosung. 














Tabelle I. 
| Hemmend | Dissoziation in °/o 
Substanz | g Mol. | in ‘/s56-n-Léung nach 

| pro Liter | Bredig 
Ammoniak ..... - "Iso | 7,5 
Monomethylamin ... . | ‘oo | 29 
Dimethylamin. .... . 1100 | 35 
Trimethylamin .... . | 50 | 13 
Triathylamin ...... | ‘i100 33 
Propylamin. ...... | 00 29 
Allylamin ....... | ‘Ise | 11,4 
Amylamin ....... | 100 | 29,4 
DOMSVIOMIIM. 2. 2 st ee | /50 | 7,6 
Pipers@im . . ss + « =o "/100 | My 
OMS. 6 ce kh ee | ‘/100 | 43 
ae a | "a5 | > 7,5 


Einzig und allein ausschlaggebend ist offenbar 
die Konzentration der OH-Ionen im wisserigen Teil 


30* 
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der Zelle. Ein Blick auf vorstehende Tabelle lehrt erstens, 
dafi die Wirkungsstirke der verschiedenartigsten Amine ihrer 
GroBenordnung nach die gleiche ist, zwischen Ammoniak, Tri- 
methylamin, Nicotin, Allylamin sind, im Vergleich zu den 
enormen Unterschieden, die bei neutralen Substanzen gefunden 
wurden, nur ganz geringfiigige Differenzen. Vergleicht man nun 
die (nebenstehenden) Dissoziationskonstanten, so ist eine Be- 
ziehung zu den Wirkungsstiirken ganz unverkennbar, wahrend 
die Tatsache, dai die Gréfenordnung der Wirkungsstirken die 
gleiche ist, ihre befriedigende Erklarung darin findet, daf 
auch die Gréfenordnung der Dissoziation dieser Substanzen 
gleich ist. 

Gleichzeitig folgt, daB chemische Reaktionen, die nach 
den Formeln etwa denkbar wiiren, in der Zelle entweder nicht 
vor sich gehen oder jedenfalls fiir die Wirkung belang- 
los sind. 

In der zweiten Tabelle ist die Anordnung so gewihlt, 
dal} 2 ccm Zellsuspension etwa dreimal mit 16 ccm Basenlésung 
gewaschen wurden. In Ubereinstimmung mit den obigen Er- 
Orterungen sind dann die absoluten wirksamen Konzentrationen 
erheblich niedriger, wiahrend dieselben relativen Verhiltnisse 
wie in Tabelle I bestehen. 

Auf eine Theorie dieser Wirkungen einzugehen, ist sicher- 
lich verfriiht, doch sei im Zusammenhang mit dem merk- 
wiirdigen gegensitzlichen Verhalten verschiedener 
OH-Ionenkonzentrationen — Steigerung der Oxydations- 
prozesse bei kleinen, reversible Hemmung bei groéferen Konzen- 
trationen — daran erinnert, daf die Wirkung der OH-lonen 
auf kolloidchemische Phinomene vielfach durch ein 
Maximum geht.) 

Die komplizierteren Amine (Alkaloide) wirken deutlich 
stiirker, als ihren Dissoziationskonstanten entspricht, wie folgende 
Beispiele zeigen (Tabelle III). 


1) Freundlich, Uber Adsorption in Liésungen. Zeitschrift fiir 
physikalische Chemie, Bd. 57, S. 461 (1906). Bredig, ibid., Bd. 31, 
S. 258 (1899). 
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Tabelle II. Tabelle III. 
'g Mol. Oxydations- g Mol. | Oxydations- 
Substanz | pro | hemmung Substanz pro | hemmung 

| Liter} = in %o Liter; = in % 
Ammoniak. . | 100 79 (Vers. 5) Brucin . . «| /eo0 64 (Vers. 14) 
Methylamin . | ‘/s0o 84 ( > 8) Chinin. . . | ‘/oo0|76( >» 15) 
Dimethylamin | */200 82 ( » 11) Codein. . . /so0 |36( » 16) 
Propylamin .| */200 76 ( >» 7) Cocain. . .| /aoo |43( » 17) 
Allylamin . “| ‘Neo00 (75 ( » 12) Atropin . .| ®/400 | 90 ( >» 18) 
Amylamin . .| '/so0 77 ( » 10) | | 
Nicotin . . | so 62 ( » 9) | | 
Conin... | le00 57 ( » 6) | 


Anhangsweise sind noch Versuche mit einigen pharma- 
kologisch wichtigen Substanzen: Coffein, Antipyrin, Veronal 
u. a. beigefiigt. Bemerkenswert ist vielleicht, daf Veronal, 
das in 1/so-n-Lésung deutlich hemmt, in neutraler Losung fast 
wirkungslos ist; auf Grund der Overtonschen Plasmahaut- 
theorie ohne weiteres verstandlich, denn Diithylbarbitursiéure 
ist lipoidléslich, das Natronsalz, wie die meisten Salze, lipoid- 
unloslich. 


Methodik. 


Die Versuche sind wieder mit roten Blutzellen anéimischer 
Ganse ausgefiihrt und in fast allen Einzelheiten die Vorschriften 
befolgt, die in dieser Zeitschrift, Bd. 76, S. 331 gegeben wurden. 

Die Druckverminderung ohne Atmung wurde diesmal nicht 
mit einer Cyanidkontrolle bestimmt, sondern die Hemmung war 
durch Ammoniak oder andere Basen bewirkt. Um sicher zu 
sein, dafi das Serum beim Waschen in Kochsalzlésung_§hin- 
reichend entfernt war, wurde so lange gewaschen, bis die tiber- 
stehende Fliissigkeit gegen Neutralrot sauer reagierte. Stets 
wurden 2 cem konzentrierte Zellsuspension verwendet. Unter 
«Waschen» ist im folgenden Auffiillen von 2 ccm Zellsuspension 
auf 18—20 ccm verstanden, und wieder Abhebern der iiber- 
stehenden Fliissigkeit auf ca. 2 ccm. 

Versuch 1—4 zeigt, daB physiologische Kochsalz- 
lésung die Atmung in langeren Zeiten vermindert. 
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Solche langere Versuchszeiten kommen in Betracht, wenn ge- 
priift werden soll, ob eine Hemmung reversibel ist. Fir diese 
Experimente wurde deshalb eine Art Lockesche Lésung ver- 
wendet, in der die Atmung hinreichend konstant bleibt. 

Die Temperatur des Thermostaten, in dem die Atmungs- 
versuche vorgenommen wurden, betrug etwa 29°. 

Die Basenlésungen wurden entweder aus den Salzen durch 
Zufiigung kohlensiiurefreier Natronlauge hergestellt;!) stand nur 
die freie Base zur Verfiigung, so wurde sie mit tiberschissiger 
Salzsiure angesiiuert, einige Minuten geschiittelt und die Salz- 
siiure wieder genau mit kohlenséurefreier Natronlauge neu- 
tralisiert. Mit konzentrierter Natriumchloridlésung wurde dann 
der physiologische osmotische Druck beziiglich Natriumchlorid 


hergestellt. 
Versuche. 


A. Untersuchung von Salzlosungen. 
1. Physiologische NaCl-Lésung. 

Versuch 1. 4 Blutsuspensionen von je 2 ccm wurden mit 0,9 %o 
NaCl-Lisung auf 10 ccm aufgefiillt und fiir eine bestimmte Zeit in den 
Thermostaten von 29° gebracht. 

4 Blutsuspensionen von je 2 ccm wurden ebenso behandelt, dann 
mehrmals mit 0,9°%/o NaCl-Lésung gewaschen und fiir die gleiche Zeit 
nochmals in den Thermostaten von 29° gebracht: 

I mit 0,9°/o NaCl aufgefiillt und fiir 2 Std. 30 Min. in den Thermostaten. 

[a wie I behandelt, dann 3 mal mit ca. 20 ccm NaCl-Lésung ge- 
waschen und fiir 2 Std. 30 Min in den Thermostaten. 

II mit 0,9°/o NaCl aufgefillt, fiir 1 Std. 45 Min. in den Thermostaten. 

Ila wie II, dann 2 mal gewaschen und fiir 1 Std. 45 Min. in den 
Thermostaten. 

[I] mit 0,9°/o NaCl aufgefiillt; Dauer 1 Std. 30 Min. 

IIIa wie Ill, dann 2 mal gewaschen und fiir 1 Std. 30 Min. in den 
Thermostaten. 

IV mit 0,9°/o NaCl aufgefiillt; Dauer 2 Std. 

IVa wie III, dann 2 mal gewaschen und fiir 2 Std. in den Thermo- 


staten. 


') SOrensen, Biochemische Zeitschrift, Bd. 21 (1909) 
250 g NaOH 
300 » Wasser 
nach einigen Tagen das iiberstehende Wasser abpipettieren. 
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| | _ Sauerstoff- 
v. | t. Dp. | verbrauch 
| | In cem 
I erste 2Std. 30 Min. 37 | 16 | —127 | 0,44 
' | | 
la zweite 2 » 30 » 37 | 16 | — 75 0,26 


Il erste 1Std.45Min.| 37 | 16 142 | 0.50 
j 7 | A 


ee meme Fe 
Ill erste 1 Std. —_ 37 | 16 | — 58| 0,20 
Illa zweite 1 » 30 » a | F |~ & | 0,18 
IV erste 2Std. | 37 | 1 6©| — 92 | 0,32 
IVa zweite2 » | 37 | 16 | —— 0,18 
Resultat: Bei mehrstiindigem Aufenthalt in 0,9°/o NaCl sinkt die 


é' Oxydationsgréfe erheblich ab. 





2. Physiologische NaCl-Lésung. 

Versuch 2 soll die Frage beantworten, ob mehrmaliges Waschen 
in 0,9°/o NaCl-Liésung die Atmung beeinfluft. Es wurde 1 nur aufgefiillt, 
If 2 mal mit NaCl-Lisung gewaschen, III 4 mal mit NaCl-Lisung ge- 
waschen, I, II und III kamen dann fiir 1 Std. 30 Min. in den Thermostaten. 














| | | Sauerstoff- 
} ow | t. | p. | verbrauch 
| | | in ccm 
I Nur aufgefiillt mit NaCl 37° «| «16 «| —89 | Ot 
Il 2mal gewaschen mit NaCl 37 16 — 82 | 0,29 
Ill 4 >» > > > | 37 16 — 85 | 0,30 


Resultat: Mehrmaliges Waschen in 0,9°/o Kochsalzlésung beein- 
fluft die Atmung nicht bemerkenswert. 


3. Lockesche Lésung ohne NaHCQ,. 


Versuch 3. Ldésung pro Liter: 
8,0 g NaCl, 
0,3 » CaCl,, 
0,3 » KCl, 
5,0 » Traubenzucker. 


Wir bezeichnen diese Lésung im folgenden als modifizierte Lock e-L. 

Anordnung: I mit NaCl aufgefillt, If mit modifizierter Lock e-L. 
aufgefillt, beide 2 Std. 5 Min. in den Thermostaten. 

Ia wie I, dann 3 mal mit NaCl gewaschen, 

Ila wie II, dann 3 mal mit modifizierter Locke gewachen; Ia und 
Ifa nach dem Waschen nochmals fiir 2 Std. 5 Min. in den Thermostaten. 








ps 
bo 
CO 
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| |  Sauerstoff- 
a: | Dp. | verbrauch 
| | in ccm 
NaCl erste Periode ...... | 37 | 16 | — 143 0.50 
NaCl zweite Periode ..... | 37 | 16 | — 78 0,27 
| : sane te as 
mod. Locke erste Periode. .. | 37 | 16 | — 145 | 0.51 
| 
0,37 


> » gweitte » ...| 87? | 6 | — 407 


Resultat: Die mit Lockescher L. und NaCl aufgefiillten Sus- 
pensionen haben in der ersten Periode von 2 Std. 5 Min. gleich stark 
geatmet. In der zweiten Periode ist ein deutlicher Abfall zu konstatieren, 
der fiir mod. Locke L. geringer als fiir NaCl ist. 

4. Lockesche Liésung mit NaHCO,. 

Versuch 4. Lésung pro Liter: 
7,2 g NaCl, 
1,0 » NaHCO,, 
0,3 » CaCl, 
0,3 » KCl, 
5,0 » Traubenzucker. 

Anordnung: wie in Versuch 3, Dauer einer Periode 90 Min. 

















| | | Sauerstoff- 
roy. tt. | Dp. | verbrauch 
| | / in ccm 
NaCl erste Periode ...... | 37 | 16 | — 74 | 0,26 
NaC] zweite Periode ..... | 37 | 16 | — 54 0,19 
| 
, | | 
Locke erste Periode ..... | 37 | 16 | — 70 | 024 
| | 
Locke zweite Periode ..... | 37 16 | — 71 | 0,25 





Resultat: Eine Schadigung der Atmung durch Lockesche Lisung 
mit NaHCO, findet nicht statt. 


B. Untersuchung von Ammoniak und Ammoniakderivaten. 


5. Ammoniak. 


Versuch 5: Ammoniak. 
Bereitung der Lisung: Zu 0,6 g NH,Cl ‘berechnet 0,54 g) werden 
100 cem */:o-n-NaOH zugesetzt. Es fehlen dann bis zum physiologischen 
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Gehalt der Lésung noch 0,3 g NaCl, die in 1.5 ccm einer 20°o NaCl- 
Lésung zugegeben werden. Wir erhalten so '/:o-n-NH, in physiologischer 
Kochsalzlésung. Diese Lésung, auf das 10fache mit NaCl (0,9°/o) ver- 
diinnt, hat eine Konzentration von '/1:o00-n. 





Anordnung: Je 2 ccm einer konzentrierten Zellsuspension werden: 
I 3 mal mit ‘/:oo-n-NH, gewaschen, dann auf 10 ccm aufgefiillt. 
II mit '/1o00-n-NH, auf 10 ccm aufgefiillt. 

III mit 0,9°/o NaCl] auf 10 ccm aufgefiillt. 

















| _ | Sauerstoff- 
| Vv. | t. | Dp. | verbrauch 
\ in ccm 
I 3 mal gewaschen | 37 | 16 | — 15 0,052 
Il aufgefiillt | 37 | 16 | — 116 | 0,41 
| lI NaCl | az | t¢6 | — %| oe 
Dauer des Versuchs 3 Stunden. 


Resultat: ‘/1oo-n hemmt um 79°%o gegen NaCl. 


6. Coniin (M = 127). 
Versuch 6. Coniin. 
Bereitung der ‘/so-n-Lésung: 
0,3 ccm (== 0,25 g) Comin, 
40,0 » ‘'/o-n-HCl, 
3,4 » 20°%o NaCl-Lésung = 0,68 g NaCl, 
43,2 » 1/1o-n-NaQH, '*) 
13,0 >» H,O. 
100 ccm /s0-n auf 400ccm mit NaCl verdiinnt, geben /200-Coniin. 


Anordnung: 

I 3 mal gewaschen und frisch aufgefiillt; wird himolytisch. 
II 1 mal gewaschen und frisch aufgefillt. 

III Nur aufgefiillt mit ®/200-Coniin. 

IV NaCl-Kontrolle. 














| | Sauerstoff- 
| y, | t. | p. | verbrauch 
| in ecm 
an 
II] nur aufgefiillt | 37 | 17 | — 147 | 01 
IV NaCl 387 i e [= om] Om 


Dauer des Versuchs 3 Std. 15 Min. 


') 43,2 ccm unserer NaOH neutralisierten 40,0 cem ®/10-HCI. 
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Resultat: /zo0o-Coniin hemmt die Atmung bei einmaligem Waschen 
und frischem Auffiillen um 57°/o gegen NaCl. 


7. Propylamin. 


Versuch 7: Propylamin. 

Bereitung der Lésung: 

1. Herstellung von ‘/so-n-Propylamin wie im vorigen Versuch. 
2. Verdiinnung auf 400 ccm ergibt ®/200-Propylamin. 


Anordnung: 

I 3mal gewaschen. 

II 1 mal gewaschen und frisch aufgefiillt. 
Ill nur aufgefiillt mit ®/200-Propylamin. 
IV NaCl-Kontrolle. 




















Sauerstoff- 
- | t. | Dp. verbrauch 
| | in ccm 
I 3 mal gewaschen 37 | 17 | — 21 | 0073 
II aufgefiillt 37 17 | —12%% | 0,48 
IV NaCl 37 17 | — 90 0,31 


Dauer des Versuchs: 2 Std. 45 Min. 
Resultat: ®/:00-Propylamin hemmt bei 3maligem Waschen die 
Atmung um 76 °/o. 

8. Methylamin. 
Verwandt wird "/s00. 
Anordnung: 
I 3mal gewaschen. 
Il nur aufgefiillt mit ®/200o-Methylamin. 
If NaCl-Kontrolle. 























_ Me | | Sauerstoff- 

\ t. | Dp. verbrauch 

| | in ccm 

I 3 mal gewaschen 37 17 | — 2 | 0,084 
II aufgefiillt | 87 17 | — 143 | 0,50 
III NaCl | = 17 | — 156 | 0,54 


Dauer des Versuchs: 3 Stunden. 
Resultat: ®/zoo-Methylamin hemmt bei 3maligem Waschen die 
Atmung um 84°). 
9. Nicotin. 


Herstellung der ®/s5o-n-Lésung: 
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40,0 ccm einer ®/19-Lésung Nicotin, 
80,0 » X10-HCl, 
6,8 » 20% NaCl, 
86,0 » NaQH. 
Anordnung: 
I 3mal gewaschen. 
II nur aufgefiillt mit "/so-Nicotin. 
III NaCl-Kontrolle. 


—eeunennal 


—~- 

















| | | Sauerstoff- 
} oy | t. | p. | verbrauch 
| In ccm 
I 3 mal gewaschen | 37 16 | — 47 | 0,16 
II aufgefiillt | 87 16 | —113 | 0,40 
III NaCl | 37 16 | — 127 | 0,44 
Dauer des Versuchs: 1 Std. 30 Min. 


Resultat: /s0-Nicotin hemmt die Atmung um 62°) bei 3maligem 
Waschen. 


10. Amylamin. 


Lésung: /200-Amylamin. 

Anordnung: 

I 3mal gewaschen. 

II 1 mal gewaschen und frisch aufgefiillt. 
III nur aufgefiillt mit ™/200-Amylamin. 

IV NaCl-Kontrolle. 





























— | | | Sauerstoff- 
| y. t. |  p, | verbrauch 
| | | in ecm 

[ 3 mal gewaschen | 37 15 | — 27 | 0,095 

II 1 mal gewaschen und | an " | | . 
frisch gefiillt | & a6 | a oe 

III aufgefiillt | 37 15 | — 155 | 0,54 

IV NaCl | 37 15 | —126 | 0,4 


Dauer dea Versuchs: 1 Std. 45 Min. 


Resultat: "/zoo-Amylamin hemmt die Atmung um 77°/o bei drei- 
maligem Waschen. 


11. Dimethylamin. 


Lésung: ®/2oo. 
Anordnung: 
I 3mal gewaschen. 
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II 1 mal gewaschen und frisch aufgefiillt. 
III nur aufgefiillt. 


IV Na€l-Kontrolle. 
 —} 











| | | | Sauerstoff- 
- | t. p. | verbrauch 
| | | in ccm 
13 mal gewaschen | 387 | 15 | — 145 0,053 
| | 
Il 1 mal gewaschen und | ‘ - 
frisch gefillt | = |- =) oe 
III aufgefiillt | 87 | 15 — 120 | 0,42 
IV NaCl | 37 | 18 |— 89! 031 


| | | 
Dauer des Versuchs: 1 Std. 20 Min. 


Resultat: /soo-Dimethylamin hemmt die Atmung um 82°/o bei 
3maligem Waschen, 


, 


12. Allylamin. 


Verwandt wird ®:50-Allylamin. 


Anordnung: wie in den vorigen Versuchen. 
et 





| | | Sauerstoff- 
| Vv. t. p. | verbrauch 
| | in cem 
13 mal gewaschen | 37 i¢@ 6d] — 36 | 0,12 
Il 1 mal gewaschen und | ( , | = 
frisch aufgefullt | - - — a 0,28 
III aufgefiillt | 37 16 — 149 | 0,52 
IV NaCl 37 16 — 133 | 0.46 








Dauer des Versuchs: 1 Std. 30 Min. 
Resultat: ®/:50-Allylamin hemmt die Atmung um 73°'o bei drei- 
maligem Waschen. 


C. Alkaloide. 


14. Brucin (M wasserfrei 394). 


Versuch 14: Brucin 

Bereitung der Lésung: 0,6 g Brucin auf 300 ccm 0,9°/o NaCl-Lésung, 
heifv gelést = ®/eo0o Brucin. 

Anordnung: 

I 4 mal gewaschen. 

Il aufgefiillt. 

Ill NaCl-Kontrolle. 
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| 
Vv | t p | verbrauch 
; . . 
| 





| 
| } 
| | in cem 
I 3 mal gewaschen 37 | 15 — 36 | 0,13 
II nur aufgefiillt 37 15 — 95 | 0,33 
III NaCl | 37 | 15 | —100| 085 


Dauer des Versuchs 2 Std. 30 Min. 
Resultat: /soo-Brucinlésung hemmt die Atmung um 64°%o bei 
3maligem Waschen. 


15. Chinin (M = 324). 


Bereitung der Lisung: 0,7 g Chinin +- 40 ccm "10-HCl, davon 
6 ccm auf 300 ccm 0,9°/o NaCl-Lésung und mit der dquivalenten Menge 
CO,-freier NaOH neutralisiert. Manerhdlt so etwaeine®/1000-Chininlésung. 

Anordnung: 

I 3 mal gewaschen. 

II nur aufgefiillt mit ®/:000-Chinin. 

III NaCl-Kontrolle. 














| | | Sauerstoft- 
vy. | {. | p. | verbrauch 
| | / in ccm 
I 3 mal gewaschen | 37 | 15 | — 26 | 0,091 
Il aufgefiillt | 37 | 15 | — 102 0,36 
Ill NaCl > @ | to 1 ~s09 0,40 


Dauer des Versuchs 2 Std. 30 Min. 
Resultat: ":000-Chininldsung hemmt die Atmung um 76°/0 bei 
3maligem Waschen. 
16. Codein (M = 317). 
Bereitung der Liésung: 
Ps stone oh qenenten, 
3,4 » 20°/o NaCl, 
20,0 » H,9O, 
43,2 » NaOH, 
= ca. 2/so0-Codein in NaCl, 
verwandt wird "/s00-Codein. 
Anordnung: 
I 4mal gewaschen und frisch aufgefiillt. 
II 2 mal gewaschen und frisch aufgefiillt. 


III nur aufgefiillt mit "/so0-Codein. 
IV NaCl-Kontrolle. 
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| | Sauerstoff- 
V. t. | p. verbrauch 
| | in ccm 
[ 4 mal gewaschen und | , | | F 
aufgefiillt 37 17 — + | 0,16 
I! 2 mal gewaschen und an r ( 
frisch aufgefiillt 37 17 | — 54 0,19 
Ill aufgefiillt 37 17 — 72 0,25 
IV NaCl 37 17 | — 69 0,24 








Dauer des Versuchs 2 Std. 40 Min. 
Resultat: "/soo-Codein hemmt die Atmung um 86°/o bei 4maligem 
Waschen und Auffiillen mit frischer Lésung. 

17. Cocain (M = 303). 
Verwandt ®/s00-Cocain. 
Anordnung: 
| 3 mal gewaschen. 
Il 1 mal gewaschen und frisch aufgefiillt. 
WI nur aufgefillt. 
IV NaCl-Kontrolle. 














| | Sauerstoff- 
——? t. |p, | Verbrauch 
| | / in cem 
1 3 mal gewaschen | 37 17 | — 8&2 | 0,18 
[| 1 mal gewaschen und | 37 17 | _ 99 | 0,32 
aufgefiillt | | | 
III aufgefiillt | 37 17 | — 118 | 0,41 
IV NaCl | 37 7 |— 2| of 





Dauer des Versuchs 2 Std. 30 Min. 
Resultat: ®/soo-Cocain hemmt die Atmung um 43°/o bei 3 maligem 


Waschen. 
18. Atropin (M = 289). 
Lésung: /«oo-Atropin. 
Anordnung: Wie im vorigen Versuch. 














| _ Sauerstoff- 
V. | t. | p. | verbrauch 
| _ in cem 
I 3 mal gewaschen | 37 16 | — 8 | 0,028 
II 1 mal gewaschen und | . | m4 | 9 
aufgefiillt | 34 16 | | 0,26 
Ill aufgefiillt 8B? 16 | — 103 | 0,36 
IV NaCl 37 1i66j|— 0,32 





Dauer des Versuchs 2 Std. 30 Min. 
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Resultat: 2/soo-Atropin hemmt die Atmung um 90 °/o bei 3 maligem 
Waschen. 


D. Untersuchungen zur Frage, ob die Atmungshemmung 
reversibel ist. 


19. Ammoniak. 


Es soll untersucht werden, ob die durch Ammoniak hervorgerufene 
Atmungshemmung riickgingig gemacht werden kann. 

Bereitung der Lésung wie in Versuch 34, jedoch mit «modifizierter 
Lockescher Lésung», da die Versuche itiber Salzlésungen die Schidigung 
durch NaCl gezeigt haben. 

Anordnung: "/ss-NHg. 

] 1 Réhrchen 2 ccm Suspension + Lockesche Lisung (mit NaHCO,). 

II 2 Réhrchen 2 ccm Suspension +- NH, in Lockescher Liésung 
(ohne NaHCQ,). 

III 1 Spitzglas 2 ccm Suspension + Lockesche Lésung (mit NaHCQ,). 

IV 2 Spitzglas 2 ccm Suspension -+ NH, gelist in Locke (ohne 


NaHCQ,). 
Alle kommen fiir 2 Stunden in den Thermostaten von 29°, dann 


werden I und II in Eis gelegt. 
Inhalt der Spitzglaser wird 2mal mit Lockescher Lésung ge- 
waschen, in Atemréhrchen gefillt und fiir 2 Stunden in den Thermo- 


staten gelegt. 




















; | - Sauerstoff- 
V. t. p | verbrauch 
| | | in ccm 
I Locke 2 Std. | 37 | 16 | 86 | 0,30 
II NH,2Std. | 37 | 16 | 2% | 0,087 
Il Locke 2-e2Std. | 37 | 16 | —85 | 0,30 
as | | | 
IV mit Locke gewaschen 37 | 46 | —so | 028 


2-e 2 Std. 


| 


Resultat: Atmungshemmung in den ersten 2 Stunden von 70°%/o. 
Nach Waschen und den zweiten 2 Stunden Hemmung auf 6°/o zuriick- 


gegangen. 


20. Ammoniak. 


Bereitung der Lésung, Anordnung und Dauer des Versuches genau 
wie vorher in 19. 








436 Eduard Grafe, 











| | |0-Verbrauch 








ve | t | p fo, 
} in ccm 
I Locke 2 Std. | 37 | 17 |— 87] 0,80 
Il NH, 2 Std. | 37 | 17 |— 28! 0,097 
Ill Locke 2-e 2 Std. | 387 7 |—87| 0,30 
IV gewaschen 2-e 2 Std. | 37 | 17 |—79| 0,27 








Resultat: Die Atmung, die in den ersten 2 Stunden um 67 °%o 
gehemmt war, steigt nach 3maligem Waschen in den zweiten 2 Stunden 
fast wieder bis auf die urspriingliche Hohe an. 

21. Codein. 

Bereitung der Lésung: 

0,4 g¢ Codein auf 180 g Locke ohne NaHCO, = ca. "/100-Codein. 

Anordnung und Dauer des Versuches wie in Versuch 19 und 20. 























| = t. p. O-Verbrauch 
in ccm 
| Locke 2 Std. | 37 | 06| —* 0,25 
II Codein 2 Std. 37 | 16 | —10 | 0,035 
Il Locke 2+e 2 Std. | 37 | 16 | — 70 0,24 
IV gewaschen 2-e 2 Std. | 37 16 | — 77 0,27 


Resultat: Die Atmung, die in den ersten 2 Stunden um 85°/o ge- 
hemmt war, ist nach den zweiten 2 Stunden vollig zur Norm zuriickgekehrt. 


E. Untersuchung einiger Stoffe von pharmakologischer Bedeutung. 
22. Antipyrin und Coffein. 


Anordnung: 


[ mit 1°%o Antipyrin = ca. "/20. 
Il mit 2° Antipyrin = ca. /10. 
lif mit 1°/o Coffein = /20. 


[IV mit Lockescher Lésung. 
Alle 1mal gewaschen und mit frischer Loésung aufgefiillt. 
Dauer des Versuchs: 3 Stunden. 














| | | O-Verbrauch 
V | { p. ; 
| | | in ccm 
Antipyrin 1,0 37 16 | — 62 | 0,22 
Antipyrin 2° 37 | 16066«| — «45 4] 0,16 
Coffein 1 °/o 37 | 16 — ill | 0,39 
Locke, Kontrolle a7 6 6|lCUrs — 109 | 0,38 
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Resultat: Unter den gegebenen Bedingungen hemmt 1°/o Anti- 
pyrin um 42%, 2°/0 um 58%o; 1°/o Coffein hemmt gar nicht. 


23. Veronal und Sulfonal. 


Anordnung: 
1 mit 0,5 °/o Veronal = ca. n/30, 
II mit 0,2°o Sulfonal = ca. ®/110. 


If mit NaCl. 
Alle 1mal gewaschen und frische Lésungen zugefillt. Dann fiir 


2 Std. 30 Min. in den Thermostaten. 











| O-Verbrauch 





Vv. t é; 
| in cem 
0,5 °/o Veronal | 37 | 16 | —34 | O12 
| | | 
0,2°o Sulfonal | 37 | 16 | —93 | 0,82 
| | | 
NaCl | 37 | 146 | —89 | 0,31 


Resultat: Sulfonal hemmt in der Konzentration von ®/110 nicht. 
Veronal hemmt um 61°/0 unter den gegebenen Bedingungen. 


24. Veronal. 
Veronal in verschieden reagierenden Lisungen. 


Anordnung: 
I 100 ccm 0,9°/o NaCl ++ 0,5 g Veronal -+- 24 "/:o-NaOH -++- 0,06 g 
NaCl reagiert: 
gegen Neutralrot: gelb. 
»  Phenolphthalein: rosa. 
II 100 ccm NaCl (0,9°;o) + 0,5 g Veronal +- 24 ccm einer 1,3°%o 
Bicarbonatlésung reagiert: 
gegen Neutralrot: orange. 
Ill 100 ccm 0,9°/o NaCl -+- 0,5 g Veronal reagiert : 
gegen Neutralrot: rot. 
»  Phenolphthalein: farblos. 
IV 0,9°/o NaCl. 
Lisung I, Il, Ill, IV je zu 2ccm Suspension auf 20 ccm zuge- 
fiillt, alle 2mal gewaschen und fiir 2 Std. 30 Min. in den Thermostaten. 














: —_ | O0-Verbrauch 
Vv. t p. y 
| In ccm 
0,5%o Veronal in alkalischer Lisung | 37 | 15 |—102, 0,36 
0,5 0 > >» neutraler > 37 15 |— 70| 0,25 
0,5 Jo . >» saurer > 37 15 |— 36| 0,15 
NaCl 37 | 15 |— 82) 0,29 
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Resultat: 0,4°/o Veronal = ca. "/4o hemmt in saurer Lésung um 
55°/o, in neutraler Lésung um 14°/o, in alkalischer gar nicht. 


25. Acetanilid und Phenacetin. 


Anordnung: 
1 0.5 g Acetanilid auf 100 ccm 0,9°/o NaCl heifS gelist, ca. 1/s7. 
I] 1 ccm einer 10°/oigen alkoholischen Lésung Phenacetin auf 
140 ccm 0,9°/o NaCl-Lésung ca. /250. 
Ii NaCl-Kontrolle. 
Alle 3mal gewaschen und fiir 2 Std. 30 Min. in den Thermostaten. 
| | | 0-Verbrauch 





V. | t. p. 
| in cem 
n/s7-Acetanilid 37 | 16 | 27 | ~~ 0,094 
n/es0-Phenacetin 37 | 146 #| #%Ss | O08 
NaC] 37 | 16 89 | O31 


Resultat: "/s7-Acetanilid hemmt um 69°/o, ®/250-Phenacetin 
um 40 %/0. 

















Zur Photometrie des Blutfarbstoffes. 
Von 
E. E. Butterfield. 


(Aus dem Rockefeller-Institute, New York.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12, Juni 1912.) 


Die Anwendung des Spektrophotometers zur Ermittelung 
der Konzentration eines farbigen KOrpers hat bekanntlich beim 
Arbeiten mit dem Blutfarbstoff den grofen Vorteil, dai man 
die Bestimmung der Himoglobinkonzentration ebenso gut mit 
lackfarbenem Blut als mit reinen Hamoglobinlésungen vor- 
nehmen kann, nachdem die erforderliche Konstante der Licht- 
absorption des reinen K6rpers bekannt ist. Bisher wurde so 
verfahren, dafi aus der Lichtabsorption einer ca. 100fach ver- 
diinnten Léstng auf die Konzentration der konzentrierten Lésung 
geschlossen wurde. Dabei mufte die Giiltigkeit des Beerschen 
Gesetzes fiir grofie Konzentrationsintervalle vorausgesetzt werden. 
Dies wiirde notwendigerweise eine weitere Annahme in sich 
schlieBen, namlich die, da bei der Verdiinnung des Blut- 
farbstoffs weder konstitutive Anderung noch Dissoziationsvor- 
gange, welche die Lichtverteilung im Spektrum andern wiirden, 
auftreten. Nun ist gerade in den letzten Jahren die Giiltigkeit 
des Beerschen Gesetzes einerseits angezweifelt worden, und 
anderseits glaubt Manchot!) annehmen zu miissen, daB im 
unverdiinnten Blut bei normalem Luftdruck betriachtliche Mengen 
ungesattigten Hamoglcbins neben Oxyhamoglobin enthalten seien. 
Die Feststellung der Grenzen, innerhalb deren das Beersche 
Gesetz giiltig ist, wiirde von praktischer Bedeutung fir die 
Hamoglobinbestimmung sein. Besonders mufte dabei auf die 





1) Ann. d. Chem., Bd. 370, S. 280 (1909). 
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Lichtabsorption konzentrierter Lésungen geachtet werden; denn 
es wire witinschenswert, bei kiinftigen Dissoziationsstudien die 
spektrophotometrischen Messungen direkt an den dazu _ ver- 
wendeten, meist konzentrierten LOsungen vorzunehmen. Ferner 
wiirde man Aufschliisse tiber die eventuelle Verschiebung 
des Verhiltnisses Himoglobin zu Oxyhaémoglobin erhalten, die 
bei der Verdiinnung des Blutes unter gleichbleibendem Sauer- 
stoffdruck auftritt. 

Ich habe es daher unternommen, die Lichtabsorption des 
Blutfarbstoffs innerhalb sehr weiter Konzentrationsgrenzen zu 
untersuchen. Es hat sich ohne weiteres herausgestellt, dab das 
Beersche Gesetz innerhalb der untersuchten Grenzen streng 
giillig ist. Dieses Ergebnis besagt, daB Anderungen des Ver- 
hiiltnisses Hamoglobin zu Oxyhaémoglobin ausgeschlossen sind. 
Neuerdings haben Heubner und Rosenberg!) mittels einer 
sinnreichen photographisch-photometrischen Methode die Licht- 
verteilung im Spektrum des 10-, 60- und 220fach verdiinnten 
Kaninchenblutes untersucht. Sie konnten dabei <ein Argument 
fiir die Richtigkeit der Ansicht Manchots nicht gewinnen». 
In der Arbeit Manchots waren jedoch die Unterschiede in 
der Sauerstoffbindung am ausgepragtesten zwischen dem unver- 
diinnten und dem 10fach verdiinnten Blut. Um die Ergebnisse 
der spektrophotometrischen Messungen mit denen der gas- 
analytischen Methoden zu vergleichen, miifSte man noch die 
Messungen der Lichtabsorption an derselben Konzentrations- 


reihe wie Manchot vornehmen. 

Ich méchte bei dieser Gelegenheit zu der Arbeit von Heubner 
und Rosenberg bemerken, dafi tberall dort, wo unsere Beobachtungen 
zusammenfallen, die erfreulichste Ubereinstimmung zu konstatieren ist. 
Besonders gilt dies fiir ihre Werte fiir tla cng) In einer fritheren 

€ min. Gelb 


Untersuchung*) habe ich eine Erkléirung dafiir gegeben, warum der 


, € ‘ . , . 

Quotient — von Hiifner keine absolute Konstante sein konnte. Der Wert 
€ 

des Quotienten nimlich ist bei den bisherigen Versuchen von der Reinheit 


des Spektrums, von der Breite des herausgeschnittenen Spektralgebietes, 


‘) Biochem, Zeitschrift, Bd. 38, S. 345 (1912). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 62, S, 198—204 (1909). 
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sowie auch von wohl unvermeidlichen Fehlern in der Konstruktion des 
Apparates abhangig. Der Quotient wird erst dann einen konstanten Wert 
annehmen, wenn die Absorption bei einer einzelnen Wellenlinge mit 


, ; € 
fehlerfreiem Apparat gemessen wird. Da nun der Quotient - das Ver- 


haltnis der durchschnittlichen Absorption im Bereich eines Maximums zu 
der eines Minimums darstellt, so ist es ohne weiteres klar, dafs der héchste 
Zahlenwert des Verhiltnisses erreicht wird, wenn genau bei der Wellen- 
lange des Maximums, sowie genau bei der des Minimums gemessen wird. 
Deshalb habe ich friiher mit dem Apparat von Martens und Griinbaum 
die Lage des Maximums und des Minimums photometrisch bestimmt und 
€ max. Griin 
e€ min. Gelb 
spaltbreiten gemessen. Bei Rinderhimoglobin und Menschenblut erhielt 
ich den Wert 1,67.'!) Nun haben Heubner und Rosenberg den gleichen 
Wert far © ™3*: _—_ 
€ min. Gelb 

Bei der vorliegenden Untersuchung wurden die Messungen 
mit dem Apparat von Kénig, Martens und Griinbaum an 
Losungen von Oxyhaimoglobin, sowie auch an lackfarbenem 
Blut bei Zimmertemperatur gemacht. Als Beleuchtungsquelle 
diente meist die Cooper-Hewittsche Quecksilberlampe, seltener 
die Na-Flamme. Kleine Schichtdicken wurden dadurch erreicht, 
dafi man diinne Metallringe (0,018 cm bis 0,117 cm) zwischen 
die planparallelen Glasplatten brachte und das Ganze in der 
Fassung des 2 cm langen Absorptionsrohres fest einschraubte. 
Die Reflexionen wurden mit einer gleich dicken Schicht Wasser 


zwischen Glasplatten kompensiert. 


Es darf nicht verschwiegen werden, dafs die Justierung des Appa- 
rates besonders wegen der Beleuchtungsvorrichtung ungemeine Sorgfalt 
erfordert. Bei den kaum zu vermeidenden Fehlern wird, obwohl alle 
Vorsichtsmafregeln, wie Kontrollierung des Strahlenganges, Eliminierung 
von Asymmetrien, Kompensation der Reflexionen usw., getroffen wurden, 
kein Anspruch auf absolute Zahlen erhoben. Es geniigt vielmehr fiir den 
Zweck dieser Arbeit, dafi die Extinktionskoeffizienten verschieden kon- 
zentrierter Lésungen desselben Praparates unter sich vergleichbar sind. 
Deshalb wurde bei einem gegebenen Blut- oder Haimoglobinpraparat die 
Reihe von Messungen bei unverinderter Justierung des Apparates, der 


das Verhaltnis - bei méglichst kleinen Kollimator- und Okular- 


auf photographischem Weg erhalten. 


') Butterfield, |. c., S. 201. 
2) Heubner und Rosenberg, 1. ¢., S$. 375. 
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Beleuchtungsvorrichtung und Lichtquelle vorgenommen und ohne Unter- 
brechung durchgefihrt. 

Die Bezeichnungsweise ist die iibliche.!) a, = Stellung 


des Nicols bei gleicher Helligkeit der Felder, absorbierende 
Losung rechts, Wasser links; a, = Ablesung nach Vertausch 
der Absorptionsréhre. c = Konzentration (meist relativ aus- 
gedriickt), d = Schichtdicke, ¢ = Extinktionskoeffizient. 


Tabelle I. 


Oxyhimoglobin vom Rind. 
Konzentration der Stammlésung = 9,96 g in 100 ccm Wasser. 
Beleuchtung mit Na-Flamme. 


























Wellen- Konzentration Schicht- | | | Extinktions- 
lange relativ dicke | Ot koeffizient 
UU C | cm Grad | Grad | € 
589 1 0,049 9,17 | 65,18 23.0 
589 ‘Is | 2,00 913 65,60 22,7 
589 eo | 2,00 16,71 | 47,99 22,7 


Tabelle II. 


Lésung gewaschener Blutkérperchen vom Schaf. 
Stammlisung = 1 Volumenteil Blutkérperchenmasse + 11/: Volumenteile 





























Wasser. Beleuchtung: Hg-Lampe. 
Wellen- (Konzentration Schicht- | | | Extinktions- 
linge | relativ dicke | Oe | m1 koeffizient 
uu c em | Grad | Grad € 
546 | 0,047 | 4,82 | 84,08 43,8 
546 ‘yo =| «2,00 | 4,20 | 84,96 43,8 
od? \ | 0047 | 3,74 | 85,7 49.2 
579 f | 
of? \ ‘leo 200 | 330 | 86,28 48,5 
579 f | | 
| 
€s77, 579 
S 
€546 
1 1,12 
49 1,11 


') Martens u. Griinbaum, Ann. d. Physik, 4. Folge, Bd. 12, S. 984. 
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Aus diesen Zahlen geht deutlich hervor, dafi das Beersche 
Gesetz innerhalb des untersuchten Konzentrationsgebietes auch 
bei verschiedenen Wellenlangen streng giiltig ist. Es ist ohne 
weiteres klar, dai der Quotient irgend eines Paares dieser 
Extinktionskoeffizienten bei den untersuchten Konzentrationen 
konstant ist; wahrscheinlich ist dies der Fall bei allen zwischen- 
liegenden Konzentrationen. Die untersuchten Konzentrationen 
entsprechen einem Oxyhiimoglobingehalt von ca. !/2—1/s0 bezw. 
1/160 des nativen Blutes.!) Mit Riicksicht auf die Arbeit von 
Manchot mufite besonders auf die Konzentrationen im Bereiche 
einer 10fachen Verdiinnung des nativen Blutes geachtet werden, 
eine Konzentration, die bei den oben angefiihrten Messungen 
iibersprungen wurde. Bei 10facher Verdiinnung tritt namlich 
nach Manchot ein Maximum der Sauerstoffbindung des Blutes 
auf. Die Zunahme des gebundenen Sauerstofis ist bei dem 
10 fach verdiinnten Blut (bei 0° und Atmosphiirendruck) ca. 50°/o 
des Anfangwertes des unverdiinnten Blutes. Bei 36,5° geht 
die Zunahme auf 20°/o zuriick. Wenn dieses Phainomen tat- 
sichlich von betrachtlichen Mengen ungebundenen Haémoglobins 
neben Oxyhiimoglobin im nativen Blut herriihrt, so miibte 
man die Menge des noch ungebundenen Hiimoglobins mit dem 
Spektrophotometer bestimmen kénnen; denn die Lichtverteilung 
im Spektrum der beiden Farbstoffe ist hinreichend verschieden, 
um die Feststellung der prozentischen Zusammensetzung eines 
Gemisches durch photometrische Messungen bei passend ge- 


wihlten Wellenlingen zu erméglichen. Der Quotient —°™ °” 


€546 


‘) Es wurden bis jetzt keine Messungen bei einer Konzentration, 
welche mit dem Himoglobingehalt des unverdiinnten Blutes gleich wire, 
vorgenommen, obwoh! dies keine Schwierigkeiten macht. Es gelingt sehr 
leicht, auf folgende Weise klare konzentrierte Lésungen, welche mit Dunkel- 
feldbeleuchtung optisch ieer sind, herzustellen. Man versetzt 1 Volumen- 
teil gewaschener Blutkiirperchen mit 1 Volumenteil destillierten Wassers, 
kiihlt auf 0° ab und schiittelt mit Ather aus. Nach einiger Zeit setzt 
sich eine klare wasserige Lisung von Oxyhimoglobin ab. Der Ather 
kann von der wiasserigen Lisung durch einen Strom gewaschener Luft 
entfernt werden. Nach diesem Verfahren ist es mdglich, klare Lésungen 
zu gewinnen, welche oft 20 g Oxyhamoglobin in 100 ccm enthalten. 
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ist beispielsweise 0,776 fiir sauerstofffreies Hamoglobin vom 


7 


Hunde, wahrend dasselbe Haimoglobin mit Sauerstoff gesattigt 


einen Quotient —°7” °” yon 1,10 aufweist. Der Quotient von 
€546 
Gemischen der beiden Farbstoffe hat bekanntlich dazwischen 
liegende Werte. 
Es seien zunachst die Messungen bei einer ziemlich voll- 


stiindigen Verdiinnungsreihe wiedergegeben. 
Tabelle III. 


Hundeblut. 
Verdiinnungsmittel: Wasser. Beleuchtungsquelle: Hg-Lampe. 























Verdiinnung Schichtdicke | €577, 579 
cm | 546 

20) | 0,018 | 1,10 
25 | 0,018 1,10 
3,75 | 0,033 1,10 
5,0) | 0,058 1,10 
7D | 0,072 1,10 
10,0 | 0,094 1,10 
12.5 | 0,094 1,10 
15,0 | 0,117 1,10 
200,0 | 2.00 1,10 








Mit krystallisiertem Oxyhamoglobin aus Hundeblut erhielt 


ich gleiche Resultate. 
SchlieBlich seien einige Bestimmungen an Kaninchenblut 


angefiihrt. Der Wert des Quotienten —'” °* fiir sauerstofffreies 
€546 


Hamoglobin war bei diesem Blut 0,780. 
Tabelle IV. 


Kaninchenblut. 
Verdiinnungsmittel: Wasser. Beleuchtungsquelle: Hg-Lampe. 





Verdiinnung Schichtdicke €s77, 579 
cm €546 
10,0 | 0,072 1,12 
12.5 0.094 1,12 
15,0 0,117 1,12 
200,0 2,00 1,13 
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Es konnten noch andere Bestimmungen an Lésungen von 
tinderblut, sowie an Blut oder Oxyhimoglobin des Pferdes 
angefiihrt werden. Ich glaube jedoch, dafi das Resultat der 
schon angefiihrten Bestimmungen zur Geniige eindeutig und 
hinreichend allgemein giiltig ist, um theoretische Einwinde 
gegen die spektrophotometrische Hamoglobinbestimmung zu 
widerlegen. Die Unverianderlichkeit des Spektrums des Oxy- 
hamoglobins bei der Verdiinnung mit Wasser, welches mit 
Luft bei Atmosphirendruck gesattigt ist, schlieit eine Ver- 
schiebung des Verhiltnisses i ng unter diesen Ver- 

C-Oxyhimoglobin 
suchsbedingungen aus. Dies war wohl nach dem Massenwirkungs- 
gesetz unter Annahme einer einfachen Beziehung, wie 1 Mol. 
Hamoglobin -+ n Mol. Sauerstoff = 1 Mol. Oxyhimoglobin, 
vorauszusagen. Es miifite allerdings noch die weitere Annahme 
gemacht werden, dali die Loslichkeit des Sauerstoffs durch die 
Konzentration des Blutfarbstoffs nicht wesentlich geindert wird. 








Uber die fermentative Hydroperoxydzersetzung. 
III. Mitteilung. 
Von 


Percy Waentig und Otto Steche. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir angewandte Chemie der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Juni 1912.) 


Einleitung. 


In dieser Mitteilung soll auf einen Punkt naher eingegangen 
werden, der schon in der vorangegangenen Arbeit erwidhnt, 
jedoch nicht ausfiihrlich erértert werden konnte, namlich die 
Frage, inwieweit sich die fermentative Hydroperoxydzersetzung 
dem Schema einer Reaktion erster Ordnung anpabt. Daf dies 
der Fall sei, ist bekanntlich von Senter!) hervorgehoben 
und auf Grund der Arbeiten von Senter und Euler?) trotz 
einiger entgegengesetzter Befunde anderer Autoren auch in zu- 
sammenfassende Darstellungen*) tiber die Fermente tber- 
gegangen. Kiirzlich*) hat nun Senter die in unserer ersten 
Mitteilung auf Grund unserer experimentellen Erfahrungen aus- 
gesprochenen Zweifel hieran als unbegriindet zuriickweisen zu 
miissen geglaubt. Denn obgleich auch er unter gewissen Be- 
dingungen Abweichungen vom normalen Schema _ beobachten 
konnte, glaubte er doch, diese durch die Annahme gewisser 
Nebenerscheinungen erkliiren zu konnen, die er zum Teil experi- 
mentell zu beweisen, zum anderen Teil gelegentlich einer Dis- 
kussion mit Sand®) wahrscheinlich zu machen sich bemiht hat. 
Unsere Zweifel an der Richtigkeit der Auffassung Senters 
griindeten sich darauf, daf wir unter den nach Senter fiir 
einen normalen Reaktionsverlauf ausreichenden Bedingungen 
eine Reaktion erster Ordnung nicht beobachten konnten 
und auch die von Senter vermuteten Ursachen fiir die von 
ihm selbst beobachteten Abweichungen als fiir die von uns 
') Diese Zeitschrift, Bd. 44, S. 317 f. (1903). 
*) Hofmeisters Beitrage 1906, Bd. 1, S. 1. 
*) Vgl. H. Euler, Allgemeine Chemie des Enzyms. Wiesbaden 1910. 
C. Oppenheimer, Die Fermente (1909) I, S. 402 (Ill. Aufl). 
H. Freundlich, Kapillarchemie 1909. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 101 (1911). 

°) Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 737 (1905). 
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untersuchten Falle nicht in Betracht kommend erkannt hatten. 
Wir mubten danach den monomolekularen Reaktionsverlauf als 
einen mehr zufalligen ansehen. 

Diesen Standpunkt glaubten wir um so eher einnehmen 
zu diirfen, als sich bei naherer Priifung die Annahme Senters 
uber die Natur der gemessenen Reaktion als eines reinen 
Diffusionsvorganges im mikroheterogenen System, ferner seine 
Annahmen fiir die Ursachen der Abweichungen davon (Oxy- 
dation des Ferments, Bildung von Gasblischen an der Ober- 
fliche des Colloids, Riihrwirkung der Sauerstoffblischen) sich 
in vieler Beziehung nicht mit unseren eigenen Versuchen in 
Einklang bringen lieben. 

Aber wir haben uns in unseren friiheren Mitteilungen 
absichtlich nicht auf theoretische Fragen eingelassen und uns 
damit begniigt, darauf hinzuweisen, daf die von Senter ver- 
langten Bedingungen fiir einen normalen Reaktionsverlauf zum 
mindesten ungentigend seien. Unsere zweite Mitteilung, in der 
wir aufer der Haimase andere Katalasen in den Kreis der Be- 
trachtung gezogen haben, hat diese Auffassung durchaus be- 
statigt, obwohl wir im allgemeinen Verhalten dieser Fermente 
keine prinzipiellen Unterschiede feststellen zu kénnen glaubten, 
die auf eine stoffliche Verschiedenheit der Katalaselésungen 
verschiedener Herkunft hatte schlieBen lassen. 

Die Ansicht Senters konnten wir daher nicht teilen, 
dafi der blofe Nachweis einer irreversiblen ZerstOrung des 
Ferments wahrend der Reaktion ausreiche, die Richtigkeit seiner 
Annahmen zu bestitigen. Vielmehr war es erforderlich, die 
Richtigkeit der Diffusions- und Oxydationshypothese mit den 
daraus gezogenen, fiir ein mikroheterogenes System in Betracht 
kommenden Konsequenzen mOoglichst eingehend zu prifen. Das 
Ergebnis dieser Priifung, zu der aufSer der BlutfermentlOsung 
auch eine Reihe anderer Fermentlésungen herangezogen wurden, 
soll im folgenden dargelegt werden. 


1. Die Oxydationshypothese. 


Der wichtigste Punkt, um dies nochmals zu betonen, der 
uns zu dem oben dargelegten abweichenden Schluf gefiihrt 
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hatte, war der, dali, wahrend Senter bei keinem der zahl- 
reichen von ihm mitgeteilten Versuche einen absteigenden Gang 
in den K-Werten unter Normalbedingungen erhielt, wir sehr 
hiufig einen solchen beobachteten. Senter hat in seiner Er- 
widerung erkliart, dab dieser Gang nur bei einigen unserer Fer- 
mentlésungen aufgetreten sei und deshalb durch eine zufillig 
vorhandene mehr oder weniger starke Oxydierbarkeit des Fer- 
mentes erklart werden koénne. 

Im folgenden soll zunachst gezeigt werden, dai auch bei 
Fermenten aus ein und derselben Probe Blut, ja sogar bei 
ein und derselben Fermentlésung der Gang auftreten oder fehlen 
kann, und dafi der Gang aus diesem Grunde und einer Anzahl 
anderer durch einen Oxydationsvorgang nicht veranlabt sein 
kann. Um hierzu uns moglichst den Senterschen Versuchs- 
anordnungen anzupassen, haben wir den Reaktionsverlauf nicht 
nur so lange beobachtet, bis das Peroxyd in dem Reaktions- 
gemisch verbraucht war, sondern wir haben auch die Reaktion 
mit solechen Fermenten verfolgt, die bereits Hydroperoxyd in 
groBerer Menge zersetzt hatten. Dies konnte auf doppelte Weise 
erreicht werden. Entweder, wie Senter selbst ausgefiihrt und vor- 
geschlagen hat, in der Weise, daf wir mehrere Fermentlésungen 
gleicher Konzentration herstellten und in sémtlichen Gemischen 
durch gleichzeitigen Hydroperoxydzusatz die Reaktion einleiteten, 
die zum Verfolg des Reaktionsverlaufs erforderlichen Entnahmen 
jedoch nur in einem der Gemische vornahmen, wihrend die 
anderen sich selbst tiberlassen blieben, bis die Hydroperoxyd- 
konzentration auf einen kleinen Betrag heruntergegangen war. 
Darauf wurde wieder in die noch unberiihrten Kolbchen die 
gleiche Peroxydmenge gebracht und wieder nur eins der noch 
iibrigen Kélbchen zu Entnahmezwecken verwendet u.s.f. Auf 
diese Weise konnten also die Fermentl6sungen untersucht 
werden, nachdem sie die ein-, zwei-, drei- und mehrfache Menge 
Peroxyd zersetzt hatten, ohne daf die Peroxydkonzentration 
in einem Reaktionsgemisch iiber den anfinglichen Betrag steigen 
konnte. Ein Mangel dieser Methode liegt darin, dah man in 
Wahrheit nicht immer ein und dieselbe Fermentlisung, sondern 
verschiedene untersucht, die nur den gleichen Bedingungen 
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unterliegen. Sicherer ist es daher, um aus derartigen «Dauer- 
versuchen» einwandfreie Schliisse zu ziehen, so zu verfahren, 
dafS man eine mdglichst grofe Menge Fermentlisung in Re- 
aktion bringt und nach Verbrauch einer bestimmten Menge 
Peroxyd in derselben das Peroxyd in eben dieser Ferment- 
lésung nach Mafbgabe des durch die Titrationsentnahmen er- 
folgten Verlustes an Gesamtreaktionsfliissigkeit erneuert. In 
dieser Weise wurde die Mehrzahl der im Nachstehenden mit- 
geteilten Versuche ausgefiihrt.') 

Die FermentlOsungen waren in der iiblichen, friiher be- 
schriebenen Weise hergestellt, indem die Alkoholfallungen nach 
Auswaschen und Trocknen mit einer bestimmten Wassermenge 
extrahiert und darauf die Extrakte vom Niederschlag abfiltriert 
und in geeigneter Weise verdiinnt wurden. Wie nun die Ver- 
suche zeigen, tritt wieder in einer grofen Zahl der Fille ein 
Gang der K-Werte auf. (Tab. 1.) Ware dieser Gang, wie 
Senter meint, durch Oxydation veranlafbt, so miifte man er- 
warten, dai eine Verringerung der Peroxydkonzentration eine 
Besserung des Ganges hervorrufe, daB ferner Erhéhung der 
Temperatur den Gang vergréfere, daf die durch die Oxydation 
verursachte Fermentschwiichung bei jedem neuen Peroxydzusatz 
von neuem eintrete, und dafi die Schwachung endlich, wenn 
einmal bei einer Fermentlésung beobachtet, jedesmal von neuem 
wieder auftrete, wenn die Fermentlésung unter den gleichen 
Bedingungen zur Reaktion gebracht wird. Von alledem ist 
jedoch nichts zu beobachten, haufig ist das Gegenteil der Fall. 
Erhohung der Reaktionstemperatur auf 20° verstirkt den Gang 
nicht, wie zu erwarten ware, wenn eine Oxydation vorlige; 
sondern im Gegenteil der Gang wird kleiner. (Tab. 2.) Es ist 
darauf hinzuweisen, dali dies in einer sehr grofen Zahl von 
Fallen festgestellt wurde, deren Anfiihrung hat unterbleiben 
miissen. In vielen Fillen ist sogar bei 20° eine Zunahme der 


") In den Versuchstabellen sind die verschiedenen Versuchsanord- 
nungen dadurch kenntlich gemacht, daf} ein erneuter Peroxydzusatz zum 
gleichen Reaktionsgemisch durch eine rémische Ziffer hervorgehoben ist. 
Bei Untersuchung mehrerer Reaktionsgemische nacheinander ist dies durch 
die Bezeichnung |. Lésung, II. Lésung usw. angedeutet. 








450 


Percy Waentig und Otto Steche, 


Tabelle 1. Charakteristische Unregelmafigkeiten im Reaktions- 
verlauf bei langer Versuchsdauer. 





Blutferment, das bereits 














Blutferment. 0° 3 Wochen iiber dem Nieder- 
__fschlag gestanden hat. 0° 
3. */so0-n | 
1. '/soo-n 2. 1/soo-n Doe Pa eg a 4. "/4oo-n 5. ‘/so-n 
Reaktionsverdiinnung 
iF I. A I, 
1‘| 8,55 2'|7,23 1‘ | 8,90 | 2’ 9,68 2/\17,52 
l776) ~ | | B74 | | 639 |_|’ 1507 351 
5,98 _ 4 5,dd 3’ | 663 | . 7’, 5,40 __ | 7/11,70 
568 514 | 7 | 504 | 455] _ 333 
6° 4,04 | 73,89) 8 | 3.71 | 13’, 2,88, 15’ 6,34 
474 47 . | 474 — 
10 261 |1072,80, | 16’ | 4,55 | Il. IL 
Il. Il. 2/1246 4' 18,26 
; | 467 | 218 
2’) 9,33 217,52! 7’ 7,28 9 14.20, 
418} _|__ | 432 | _ 46 | _ 201 
» 6,99 5’ 5,58 18’, 2,25, 21’ 8,15 
| 389 481 : 
16’, 2.61 11’ 2,87) Ill. Ill. 
IIT. III. 214,15) | 417,08) 
é _ 454 | {142 
8’) 5,94 3/ 7,43) 22’, 1,75 11/ 13,58) 
33 _| 476 | | 142 
24’ 1,71! 6/ 5,35 | | 21’, 9,80, 
|. | 475 
15‘|2,17| IV. IV. nach 
IV. IV. keine Eat. Pouenenen 
4 ] 
13’ 6,04. t 7,73] aog nahme . eee as 
94 280° 113/345) 2712,77, 
| hg om 388 V. nach 4Std. 
| 21° 1,87 Stehen 
V. V. 2’/13,80) 
1’ 15,80 5’ 8,21 12'| 7,22 
_ 268 __| 317 | 
11’ 853 |13/ 4,58, VI. 
2a | 328 
23’ 4,17 23/\2,15 413,50) 
28 | 352 
37’ 1,67) 14’, 6,01, 














K-Werte im Verlauf der Reaktion festzustellen, wiihrend bei 
0° ein deutlicher Gang nach abwarts fiir die gleiche Ferment- 
l6sung beobachtet wird. Man kann ferner die Hydroperoxyd- 
konzentration von 1/400 auf !/so n. bei 0°, also um das 5fache 
erhdhen, ohne daf& eine merkliche Anderung des Ganges zu 
beobachten ist, wahrend sich doch die oxydierende Wirkung, 
wenn eine solche vorhanden ware, verstarken miifte. 


Die 
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einzige Wirkung erhohter Peroxydkonzentration etwa von !/so n. 
an besteht darin, daf die Reaktionsgeschwindigkeit insgesamt 


etwas geringer ist (vgl. Tab. 3 u. 5). 


Tabelle 2. Einflu§{$ der Temperatur auf den Reaktionsverlauf. 














1. Blutferment, 2. gleiches Ferment 3. Blutferment. 
Alkoholfallung Il. Alkoholfallung 
2° | 19,53 2’ | 20,92 2’ | 22,66 | 
| — 979 Bocas 628 650 
5’ | 10,68 roa 4 15,67 t’ 16,80 - 
es 956 ; | O34 : 470 
6° | 857) _ 6/ 12,24 | | 6 13,53 
‘ eS | | 448 498 
0 > | oa 10° | 810 | 8 11,01 
wo | fol | | 334 
by 3,58 10° 944 
| a 314 
| 12’ 8,17 
| | 3821 
| | 16’ 6,08 | 
2’ 17,04 | 2 | 2034 | _ 2 | 19.40 
| 1096 a _. | 723 | _. | 1121 
3’ | 13,24 pee 4 11457 | _ 4! 11,58 . 
| 1137 | = | 797 | 1156 
4’ | 10,19 6’ | 9,50 | 6‘ 6,80 i 
2 0 - 1228 } 840 1052 
20) 5’ | 7,68 8 «6,89 _ 8! AAD | 
» 1303 | 877 _. | 1121 
6’ | 9,69 10° 4,60 | 10’ 2,50 | 
™ 1423 | 
a’ | 4,12 hed | 
| 1237 
9’ | 2,32 











Ebenso spricht die Art und Weise der Aktivitaétsanderung des 
Ferments wahrend der Reaktion gegen eine Oxydation. Wenn eine 
solche vorlage, sollte man annehmen, dafi sie, wie gesagt, nach 
Mafigabe der jeweiligen Hydroperoxydkonzentrationen erfolgen 
miisse, d. h. zundchst erheblich ware und dann schwiicher 
wirde, und dai bei mehrmaligem Hydroperoxydzusatz dieses 
Spiel sich stets wiederholte. Dies ist nicht der Fall, sondern 
man kann auch bei ein und derseiben Fermentliésung alle 
moéglichen Arten des Abfalls beobachten: z. B. sprungweises 
Abfallen der K-Werte in den ersten Phasen der Reaktion, dann 
Konstanz, oder auch allméhlichen, ziemlich gleichmafbigen Ab- 
fall. Bei Versuchen mit mehrmaligem Hydroperoxydzusatz ist 
sehr haufig ein schlieBliches Konstantwerden der K-Werte zu 
beobachten, was nach der Oxydationstheorie ebenfalls nicht 
erklarlich ware. Alles dies kann, wie gesagt, bei ein und der- 
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Tabelle 3. EinfluB der H,O,-Konzentration auf den 
Reaktionsverlauf. 
Blutferment. 
nnn nnn” 
) 3. "/so-n-H,O, 
1. '/s00-n-H,O. 2. '/so-n-H, 0. _ 
— eo —" Parallelversuch 
I I. 
2’ | 10,51 | 1’ | 15,69 | 1’ | 17,55 | ; 
| 807 | 668 | | 786 
4’ | 7,20 | 4 | 989 | 4 10,20) | 
| | 691 | 738 | | 636 
8 | 3,81 | 6 | 7,04 | _.. 6’ | 7,61 | 
| | 651 | aa | aan . | 633 
go | 18° | 1,80 | 10’ | 3,65 | 10’ | 4,25 | 
IT. I. 
2 117,55 1’ |1615| . 
176 _ | 549 
6' | 10,38 4 11105 | | 
573 : 521 
12’ | 4,68 | 7 | 7,64) _ 
| | | 527 
wee 2 YY | 401 7 
[. I 
2’ | 10,64 1’ | 15,10 
988 961 
4‘ | 6,75 3’ 9,70 | 
| 999 S|) | ggg 
8’ | 2.69 5! 6,15 | 
| 10114 _ | 956 
12’ | 1,06 9 | 2.55 | 
Il. II. 
1’ | 15,25 1 |15,06| __ 
oo | | |. 1016 | | 857 
5’ | 5,98 3’ | 10,15 | 
; -” 14201 ~ | 760 
10° | 1,50 BY | 7,26 | 
| 679 
11’ | 2,80. 
Ill. 
i | 14,70 | . 
_ | 562 
3’ | 11,35 | me 
5’ | 910 | 
| 481 
11’ | 4,68 | 











selben Fermentlésung bei verschiedenen Versuchen unter sonst 
vollig gleichen Reaktionsbedingungen beobachtet werden. Das 
Auffalligste jedoch ist, daB der eben untersuchte Gang bei 
gewissen Versuchen iiberhaupt auch ganz ausbleiben kann 
(cf. Tab. 1). 

Dem Anschein nach ist also die Art des Reaktionsverlaufs 
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vollig zufallig. Jedenfalls ist sie durch einen Oxydationsvorgang 
nicht zu erklaren, wenn man nicht annehmen will, daf dieser 
mit ganz unbestimmbar wechselnder Geschwindigkeit eintritt 
und manchmal aus ebenso unerklirlichen Griinden iiberhaupt 
ausbleibt. 

Man kann erst einen gewissen AufschluB iiber die diesen an- 
scheinend regellosen Erscheinungen zugrunde liegenden Ursachen 
gewinnen, wenn man die absoluten Betraige der K-Werte von 
einem zum anderen Versuch vergleicht. Da zeigt sich namlich, daf 
diese keineswegs immer gleich sind, und da8 unter sonst gleichen 
Reaktionsbedingungen haufig diejenigen Versuche die besseren 
Konstanten liefern, deren Reaktionsgeschwindigkeit im ganzen 
geringer ist. Wenn man nun die in Tabelle 4 und 6 mitgeteilten 
Versuche betrachtet, in denen das Alter der Fermentlésung 
vom Zeitpunkt der Filtration an angegeben ist, so gewinnt man 
den Eindruck, dai der mit dem Altern der Fermentlésungen 
verkniipfte Aktivitatsriickgang mit der besseren Konstanz im 
Zusammenhang steht, daf also der Vorgang, der in der ab- 
filtrierten L6sung nach Tagen von selbst zu einem gewissen 
Aktivitatsriickgange des Ferments fiihrt, bei der frischen Lisung 
durch die Reaktion selbst in kurzer Zeit hervorgebracht wird 
und den Gang der K-Werte dadurch bedingt. 

Als Ursache fiir diese Beschleunigung des Aktivititsriick- 
ganges im Reaktionsgemisch lag es nahe, an eine Verdiinnungswir- 
kung zu denken, umsomehr, als schon friiher etwas Ahnliches von 
uns festgestellt wurde, bei Versuchen, in denen wir den EinfluB der 
Mischungsbedingungen priiften (vgl. I. Mitteilung, S. 256), und da 
anderseits hiufig Verdiinnungstriibungen festgestellt wurden. Er- 
neute Versuche in dieser Richtung haben nun auch ergeben, dab 
eine solche Wirkung vorliegt: Lift man namlich von zwei Fer- 
mentlésungen, die eine gewisse Zeit in der Reaktionsverdiinnung 
stehen, so findet man bei einem Vergleich der Reaktion in den 
beiden Gemischen, da die sogleich untersuchte Fermentlésung 
hohere Anfangs-K-Werte und einen stiérkeren Gang derselben 
aufweist, als die Lésung, die eine Zeitlang gestanden hat, wie 
das auch schon in unserer ersten Mitteilung dargelegt wurde. 
Jedoch kann diese Erscheinung den Gang nicht vollstandig er- 
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Tabelle 4. Einflu8 des Alters der Fermentlésung auf den 
Reaktionsverlauf. 
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Blutferment, H,O, ‘/so0-n. 0° Blutferment 
H,0,-Konz. '/aoo-n. 0° 
1. sofort nach Filtration | 2. nach 3. nach 1. sofort 2. nach 
a) mit destil-]| b) mit 1tagigem 3 tigigem h 1 tagigem 
liertemWasser] NaHCO, | Stehen im | Stehen im — Stehen im 
verdiinnt verdiinnt |Eisschrank | Eisschrank | Filtration | Risschrank 
I. 1. I. 1. 1. I. 
1/|15,25|_.. | 1//14,05]._ | 14 9,17 2/| 8,41| 1’ |13,95|___| 2/|17,98 
"|511] |.” 1426 910) _ 264 508 340 
3’ 12,05 3/11,55! | 3’ 6,03) — | 54) 7,01! 4/| 9,82 5 14,22 
* 14201 | 332] __ | 859 278 472 316 
9’ 6,75 9 7,30\ | 54 4,06, | 10’ 5,09 8’| 6,36 9/ |10,63) 
7 1284, |” 1319 260 407 309 
19'| 3.51)” [19 3,50 II. 17'| 3,35] |14’| 4,80) 13’| 8,00 “n 
II. IL. 1’10,79| IL. 18’ 5,43 |. 
3! 116,35 3/17,59| _ | 3/| 7,47 1'| 9,10) 25'| 3,48) 
Fe! agg] |? lonel © | ON Igga] - | Iga vo 
7’ | 6,86) 7| 7,17| 5’) 5,08) 5! 6,69) II. 
| 264] | 257) 288 
39 1,80” {87/ 2,20" IIIT. nicht ent-| 10° 480), 2 (20,53), 
nommen | 18/| 2.70| 615,91), 
IV. III. nicht ent- 10° |12,15 wr 
2 9,87). 0 venenaan 14’) 9,35/, 
o 
5 6.58). wi 19] 6,85), 
j V0¢ / | S lah 
g| 450) | 31 FO ee 30'| 3,43). 
8’| 6,69) __ 
“254 
18’| 3,75) 
') Zu diesem Versuch wurde Vv 
die doppelte Fermentkonzentration 9 11.90) 
verwendet. | 250 
9’, 7,95 














kliren. Denn diese Verdiinnungswirkung erfolgt, wie sich leicht 
zeigen laiBt, viel langsamer, als aus dem Gang der K-Werte 
wihrend der Reaktion zu schlieBen wire. Ebensowenig besteht 
ein Zusammenhang zwischen der durch die Verdiinnung ver- 
anlafiten sichtbaren Triibung und dieser Aktivitatsabnahme einer- 
seits und dem Gang der K-Werte anderseits. Dies folgt aus 
Versuchen mit Blutalkoholfallungen, die mit verdiinnter Bi- 
carbonatlisung statt mit destilliertem Wasser extrahiert wurden. 
Derartige Lésungen, welche ja nur ganz schwach alkalisch 
reagieren, sodaB also ihr Hydroxyl- und Wasserstoffionengleich- 











Uber die fermentative Hydroperoxydzersetzung. III. 455 


gewicht nicht wesentlich verandert ist, triiben sich naémlich nicht 
beim Verdiinnen. Den Gang der K-Werte bei der Reaktion 
liefern sie jedoch in ganz der gleichen Weise. 

Immerhin schien die Verdiinnung nach den eben be- 
schriebenen Versuchen doch nicht ganz ohne EinfluB. Da zu 
den Verdiinnungszwecken kohlensaurehaltiges Wasser verwendet 
war, so lag es nahe, die Versuche mit kohlensiéurefreiem 
Wasser zu wiederholen. Der Versuch ergab keine Verdiinnungs- 
wirkung bei den auf diese Weise hergestellten Losungen. Es 
war also damit jedenfalls diese Wirkung auf eine Schwachung 
durch den Kohlensauregehalt destillierten Wassers zuriickgefiihrt 
worden. 

Nach alledem muf man also annehmen, dafi das Peroxyd 
selbst sich in irgend einer noch ungeklirten Weise an dem 
Aktivitatsriickgange der Fermentlésung beteiligt, der auch durch 
Verdiinnung der Fermentlosung mit kohlenséurehaltigem Wasser, 
wenn auch in viel geringerem Betrage, auftreten kann. 

Daf die Aktivitétsabnahme durch Altern der Ferment- 
lésung mit dem Gang bei frischen Fermentlosungen im Zu- 
sammenhang steht, wird noch besonders wahrscheinlich durch 
einen Vergleich derjenigen K-Werte, welche ein durch Altern 
konstant gewordenes Ferment ergibt, mit denjenigen, welche 
das gleiche noch frische Ferment lieferte, nachdem das Peroxyd 
einige Zeit eingewirkt hat. Bei 0° und nicht zu hoher Peroxyd- 
konzentration ist es die Regel, daB der Abfall der Ferment- 
aktivitat, gemessen an den K-Werten, so vor sich geht, dab 
er anfanglich stark ist, um allmaéhlich unabhingig von der Per- 
oxydkonzentration im Reaktionsgemisch entweder ganz zu ver- 
schwinden oder wenigstens einen ziemlich gleichmabigen Verlauf 
anzunehmen. Vergleicht man nun die K-Werte einer frischen Fer- 
mentlésung in diesem Stadium der Reaktion mit den K-Werten, 
die unter den gleichen Reaktionsbedingungen das _ gealterte 
Ferment anfanglich liefert, so ergibt sich, dafi die Werte sich 
etwa auf gleicher Héhe befinden (vgl. Tab. 4 u. 6). 

Anderseits ist zu betonen, dab, wie das schon in unserer 
l. Mitteilung dargelegt worden ist, der Gang nicht bei allen 
Fermentlisungen auftritt, sondern dai es Extrakte gibt, die von 
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vornherein konstante K-Werte zeigen und dann auch diese 
Konstanz beim Altern der Fermentlésung uuverdndert beibe- 
halten (vgl. hiertiber die Angaben in unserer I. Mitteilung). Dies 
macht natiirlich das Experimentieren mit derartigen Extrakten 
sehr miihsam. Denn man kann nie von vornherein sagen, ob 
eine Alkoholfallung Extrakte liefern wird, welche Konstanz zeigen 
oder nicht. Ebensowenig laBt sich etwas Sicheres tiber die 
Wirkung des Alterns bei einer Fermentlésung mit Gang sagen: 

Der Gang verschwindet also bei dlteren Fermentl6sungen 
hiufig, wobei gleichzeitig die gesamte Aktlivitat zurtickgeht. Aber 
es ist dies keine ausnahmslose Regel. Findet jedoch ein Riick- 
gang der Aktivitiéit statt, so verringert sich der Gang unter 
allen Umstiinden. Auch der Gang selbst ist, wie schon betont 
wurde, nicht immer in Parallelversuchen vollig gleich. Der Ab- 
fall der K-Werte erfolgt gelegentlich zuerst sehr pl6tzlich, in 
anderen Fillen von vornherein allmahlich, sodafi die K-Werte 
im Anfang der Reaktion stets eine erhebliche Unsicherheit auf- 
weisen. Nach einer gewissen Zeit haben sich dann aber die 
Parallelversuche gewohnlich auf eine ziemlich gleiche Reaktions- 
geschwindigkeit eingestellt. Es lat sich aus diesem Grunde 
nicht mit Sicherheit sagen, ob das scheinbare Vei.. :winden des 
Ganges bei alternden Losungen wirklich als ein Stabilerwerden 
der Fermentlésung aufzufassen ist oder ob nicht auch eine 
gesteigerte Hydroperoxydempfindlichkeit in den ersten Phasen 
der Reaktion hierfiir die Ursache bildet. 

Wir haben versucht, diese Frage zu entscheiden, indem 
wir gerade die ersten Phasen der Reaktion genau zu verfolgen 
uns bemiihten. Dazu wurde eine Fermentlésung bestimmter 
Konzentration zu gleichen Teilen in mehrere Reaktionsgefife 
verteilt und das Peroxyd darauf zu bestimmten Zeiten zugegeben 
und die Reaktion in den einzelnen ReaktionsgefaéBen durch Saure- 
zusatz nach bestimmter Zeit unterbrochen. Doch haufen sich 
bei einer solchen MeBmethode die Versuchsfehler so sehr, da 
es schwer ist, bindende Schliisse aus den hierbei gefundenen 
K-Werten iiber den wahren Reaktionsverlauf zu ziehen. 

Unter diesen Umsténden war es wertvoll, dai unter den 
Katalaseldsungen anderer Herkunft solche zu finden sind, die 
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ein in mancher Hinsicht regelmaéfigeres Verhalten erkennen 
lassen als das Blutferment. Das sind die Extrakte, welche durch 
Verreiben der ganzen Koérper von Raupen und Puppen von 
Schmetterlingen erhalten wurden. Diese Extrakte sind zunachst 
stark triibe und gefirbt, Eigenschaften, die sich auch durch 
hiufige Filtration nicht ganz beseitigen lassen. Man kann jedoch 
aus diesen triiben LOsungen durch liingeres Stehenlassen, wobei 
sich die suspendierten Gewebsteile absetzen, vollig klare L6sungen 
gewinnen. Rascher ist dies zu erreichen durch kurze Behand- 
lung der Extrakte mit Adsorptionsmitteln wie Tierkohle, Bolus 
alba, Aluminiumhydroxyd.!) Ebenso lassen sich aus diesen 
Extrakten, wie dies schon friiher beschrieben wurde, mit Leich- 
tigkeit Alkoholfiallungen gewinnen, die nach dem Trocknen beim 
Extrahieren mit Wasser stark aktive L6sungen liefern und nur 
noch ganz geringe Mengen von Verunreinigungen enthalten 
kénnen. Alle diese Extrakte verhalten sich beziiglich ihrer 
kinetischen Eigenschaften bei der Peroxydzersetzung vollig gleich 
(vgl. Mitt. Il). Sie zeigen namlich bei 0° und sehr geringer Per- 
oxydkonzentration, wie wir dies schon in unserer letzten Mit- 
teilung dargelegt haben, einen auferordentlich starken Abfall 
der K-Werte, der zunachst uns veranlabBte, hier einen charakte- 
ristischen Unterschied im Verhalten von Blut- und Raupen- 
ferment zu konstatieren. 

Der Gang beim Raupenferment laft sich aber ebenso- 
wenig und zwar aus denselben Griinden wie beim Blutferment 
als Oxydationswirkung auffassen, obgleich er zweifellos wieder 





') Betreffs der Wirkung von Adsorptionsmitteln sei noch folgendes 
erwahnt. Lingeres Schiitteln der Fermentlésungen mit den genannten Ad- 
sorptionsmitteln bewirkt eine fast vollstandige Inaktivierung. Laft man 
die Adsorptionsmittel nur kurze Zeit einwirken, so erhalt man Je nach 
der Einwirkungszeit Lisungen verschiedener Aktivilat, die jedoch den 
villig gleichen Reaktionsverlauf liefern, Die Wirkungsweise der ver- 
schiedenen Adsorptionsmittel untereinander verglichen ist nur quantitativ 
verschieden. Blutkohle wirkt am_ stiarksten, Al(OH), und Bolus alba 
schwacher. Dies sei mit Riicksicht auf die Versuche von L. Michaelis 
tiber die Adsorbierbarkeit anderer Fermente und mit Riicksicht auf eine 
event. Fraktionierung der Katalase mit Hilfe der genannten Adsorbentien 
hervorgehoben. 
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Tabelle 5. EinfluB der H,O,-Konzentration bei Puppenextrakten. 
Deilephila euphorbiae. 


0°, 








1. a) H,O,-Konz. 


b) H,O,-Konz. 


2. a) H,O,-Konz. 


1/ 


b) H,0,-Konz. 


3. a) H,O,-Konz. 


b) Parallel- 


c) H,O,-Konz. 


































































































1/go0-N. 1/go-n. /zoo-n. 1/s0-n. 1/200-n. versuch ‘/so-n. 
I. Lésung I. Lésung I. Lésung I. Lésung I. Lésung I. Lésung 
1’ | 16,20 1’| 40,67 2'| 22,89 2’| 14,25 |_ 1’| 22,51| 1‘ | 12,75 2’| 10,95 
1303 415 317 A _ | 595 3 __ | 474 _,_. | 1806 1092 
2’ | 12,00 3’| 33,59 4’| 19,78 5’| 9,45 5’| 14,55 | | 3’| 5,55 5’| 5,15 
924 330 239 445 399 1169 _ | 870 
8’ | 9,70 5’ | 28,85 8’| 15,87 8/| 6,95 11‘; 838). | 5/’| 3,24 7‘| 3,45 
836 328 | 173 373 | 805 681 _ | 656 
5’ | 6,60 7’| 24,81 14’| 12,50;.._  4|11’| 5,37 15'| 6,33) 110’) 1,48 9’| 2,55 
_ | 637 238 115 - 241 239 
8’ | 4,25 13’| 17,85 182 33/| 7,54 898 15’; 4,30 22/| 4,31 II. Lésung 
Il. Lésung 22’| 12,25 ree 81’| 5,35 a II. Lésung II. Lésung 1‘| 19,60 431 
1’ | 28,86 196 32’| 8,73 II. Lésung 2’| 21,45 157 1‘| 24,7: 910 4’| 14,55 407 
3’ | 25,77 II. Lésung 2’| 29,15| __ 5’| 19,25 3/| 22,45 12’; 6,87 
: 212 : 75,8 z 146 203 358 
14’ | 15,06 3’| 45,83 | 4’| 28,15 11’| 15,73 5’| 20,45 16’; 4,94 
208 1126] 93,3 133 _,. | 261 317 
27’ | 8,08 | 13’| 34,27 | 25’| 17,93 23’; 10,88 10’| 15,15) 22’| 3,19 
| 219] | /130 | 91,0} _ 124 _ | 242 
58’ | 1,69 | 51’; 11,00 | 144 50’| 10,62 80.8 35’| 7,73 | 113 16") 10,88 | 958 Ill. Lésung 
Ill. Losung 78/ | 4,58 | 70’| 7,33 * 146’! 5,80 | 4104 22’| 7,60 | Hoe 1’| 22,13 | ons 
1/2713 | | 9] IL Losung 62’| 3,95. 98°| 5,40 ~ 2'| 20,97 | oo 
8 | 20,22 | 9, | 13’| 35,59 | a Ill. Lésung III. Lésung 4’| 18,43 | po 
| a) t 
14’ | 15,20 33/| 19,74 | 2/| 23.89 | 1’ | 26,39 | 8] 14,38 | —- 
| | 189] _ | 124 me | 108 224 | 298 
20’ | 11,70 | _159’| 9,40 | 5’ | 22,18 | 3’ | 23,80 | 12’| 10,93 | 
| 195 | 86,9 235 
27’ | 8.55 13’) 18,5 6’) 20,23 ii 
10’) 16,01 ~— 
| | 252 
16’; 11,30, 
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als eine Fermentschwachung durch das Peroxyd des Reaktions- 
gemisches zu betrachten ist. Dafiir spricht in erster Linie der 
ganze Verlauf der Reaktion: Die durch den Abfall der K-Werte 
sich dokumentierende Aktivitaétsschwichung ist auch hier durch- 
aus unregelmiifig, sie erfolgt unter genau den gleichen Be- 
dingungen sehr verschieden rasch, was ganz enorme Schwan- 
kungen der Anfangs-K-Werte zur Folge haben kann, fiihrt aber, 
wenn die Reaktionsbedingungen im tibrigen gleich sind, schlieb- 
lich unabhangig von der Hohe der Anfangs-K-Werte zu gleicher 
Einstellung der Reaktionsgeschwindigkeit. Auch der Betrag des 
Ganges kann bei verschiedenen Fermentlésungen recht ver- 
schieden sein, und wir haben auch Raupenfermentlésungen mit 
sehr geringem Abfall der K-Werte in den Hiinden gehabt; ja 
es tritt auch der Fall ein, daB eine FermentlOsung durch Altern 
unter gleichzeitigem starken Aktivitétsverlust ihren Gang voll- 
stindig verliert (Tab. 6). DaB jedoch, wie das hiufig bei Blut- 
fermentlésungen vorkommt, eine Fermentlisung von vornherein 
iiberhaupt keinen Gang zeigt, tritt nur ganz selten auf. Die 


Tabelle 6. Einfluf des Alters der Fermentlésung bei Raupen- 
extrakten. 


Sphinx ligustri. H,O, t/soo-n. 0°. 
———— EE EE... Te. 














1. Frischer Extrakt 2. 3 Tage alter Extrakt 
3 10,58 - I. Lisung 
3! 615 = 2! 14,24 -_ 
7! 4,60 | : 5! 11,15 
11/ 333 | 391 8 9,16 te 
16’ 256 | 228 12! 7,10 yiek 
| agictee 262 
17’ 5,25 259 
24/ 3,50 | 
II. Lésung 
2’ 17,95 25 
5! 15,05 pn 
8’ 12,51 O55 
12’ 9,89 ’ 
as 261 
17’ 7,32 248 
24/ 4,91 
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Regel ist, daB ein Extrakt aus der Kérpersubstanz von Raupen 
und Puppen scheinbar unabhingig von ihrem Reinheitsgrade 
den charakteristischen starken Gang bei 0° zeigt und ihn auch 
trotz langen Stehens so gut wie unverdndert beibehilt. Auch 
fiir den Einflu8 der Peroxydkonzentration bei der Reaktions- 
temperatur von 0° lat sich ahnliches sagen, wie beim Blut- 
ferment, d.h. bis 3/so n. ist kein bestimmter Einflu8 fest- 
stellbar, da die Geschwindigkeit der Reaktion, wenn sie nach 
einiger Zeit sich dem Schema der Reaktion erster Ordnung 
angepafit hat, in !/so-n-L6sungen ebenso groB ist wie in !/200 
oder 1/400 n., auch fiir den Fall, da’, wie es haufig, jedoch 
wie Versuch Nr. 2 und 3 in Tab. 5 zeigt, keineswegs immer 
der Fall ist, die Anfangskonstanten niedriger bei !/s0 n. als bei 
1/400 n. liegen. Ebenso verbietet sich die Oxydationshypothese 
mit Riicksicht auf die Beeinflussung der fermentativen Hydro- 
peroxydzersetzung mit Raupenferment durch Erhohung der Reak- 
tionstemperatur. Bei Reaktionstemperatur von 20° erhalt man 
niimlich eine bedeutend bessere Anpassung an den Reaktions- 
verlauf der ersten Ordnung, was hier ebenso schwierig zu 
erkliiren wire, wenn das Hydroperoxyd oxydierend wirkte (vgl. 
Mitteilung II, Tab. 8 u. 9, S. 195 in Bd. 76 dieser Zeitschrift). 
Da somit die Sentersche Oxydationshypothese als Er- 
klirung fiir den absteigenden Gang versagt, so fragt es sich, 
ob Senters sonstige theoretische Vorstellungen tber die 
Kinetik der fermentativen Hydroperoxydzersetzung, von denen 
im Anfang die Rede war, hier Aufschlu8 zu geben imstande 
sind.’ Dazu bedarf es einer kurzen Diskussion derselben. 


3. Wirkung der Sauerstoffblaischen. 


Senters Auffassung tiber die Natur der fermentativen 
Hydroperoxydzersetzung ist die folgende. Er sucht das Analogon 
dazu bei derjenigen chemischen Reaktion im makroheterogenen 
System, bei der nach Nernst und Brunner’) die gemessene 
Reaktionsgeschwindigkeit auf einen Diffusionsvorgang des rea- 
gierenden Stoffes zuriickgefiihrt werden kann, wahrend der 





') Zeitschr. phys. Chem., Bd. 47, S. 52 (1904). 
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eigentliche chemische Vorgang an der Grenzfliiche der beiden 
Phasen mit praktisch unendlich groBer, also nicht mefbarer 
Geschwindigkeit verliuft. Die gemessene Reaktionsgeschwin- 
digkeit bleibt dann diejenige einer Reaktion erster Ordnung, 
d. h. sie ist der Konzentration des reagierenden Stoffes in der 
Losung proportional, wenn nur durch gentigende Riihrung dafiir 
gesorgt wird, dafi die Konzentration in allen Teilen der Fliissig- 
keit gleich ist. Der Unterschied zwischen dem Fermentprozesse 
und dem Vorgange im makroheterogenen System besteht nur 
darin, dai infolge der Brownschen Molekularbewegung der 
Colloidteilchen des Ferments, an dessen Oberfliiche die Reak- 
tion vor sich geht, die kiinstliche Rihrung unndtig wird. 

DaB die gemessene Reaktionsgeschwindigkeit ein Diffu- 
sionsvorgang ist, ergibt sich nach Senter aus der Kleinheit des 
Temperaturkoeffizienten der Reaktion, der den Betrag 1,5 im 
Intervall von 0°—10° besitzt, wahrend er fiir die als Diffusions- 
vorgainge erkannten Reaktionen im makroheterogenen System 
ungefiihr 1,2 betrigt. Ferner ergibt sich dies nach Senter 
aus weiteren Abweichungen von den normalen chemischen 
Reaktionsgesetzen, welche die fermentative Hydroperoxydzer- 
setzung in gleicher Weise wie die Platinkatalyse zeigen soll, 
die schon von Bredig und seinen Mitarbeitern als ein kataly- 
tischer Vorgang im mikroheterogenen System charakterisiert 
wurde, und auf die die Nernst-Brunnersche Hypothese, 
wenn auch etwas modifiziert, Anwendung finden kénne. Sie 
bestehen erstens darin, dafi bei hdéherer Ferment- und Per- 
oxydkonzentration die Geschwindigkeit schneller als die Kata- 
lysatorkonzentration zunimmt, zweitens, daf in stirkeren Per- 
oxydlésungen die Geschwindigkeitskonstanten etwas abnehmen, 
und drittens, daf unter gewissen Bedingungen die nach erster 
Ordnung berechneten K-Werte einen aufsteigenden Gang zeigen. 

Die erstgenannte Abweichung wird namlich von Senter 
dadurch erklirt, dai einmal die durch gréfere Fermentkon- 
zentration bedingte stirkere Sauerstoffentwicklung durch Kon- 
vektion einen erhohten Peroxydumsatz bedingt und daf zweitens 
die durch die Brownsche Molekularbewegung der Teilchen mit 
wachsender Konzentration zunehmende Durchriihrung der Fiis- 
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sigkeit den Diffusionsweg verkirzt und so ebenfalls die Reak- 
tionsgeschwindigkeit steigert. Die zweite Abweichung beruhe 
hingegen darauf, daf der DiffusionsprozeB in den konzen- 
trierteren Peroxydlésungen durch die an der Oberfliche der 
Partikelechen reichlicher entwickelten Sauerstoffblaschen in hé- 
herem MaBe gestért werde. Fiir die an dritter Stelle genannte 
Abweichung wird zur Erklérung ebenfalls die Stérung der 
Diffusion durch Sauerstoffblaschen herangezogen, die, solange 
die Peroxydkonzentration hoch ist, gro& sei, mit deren Abnahme 
aber immer mehr zuriicktrete, wodurch sich eine Reaktions- 
beschleunigung innerhalb des Reaktionsverlaufs ergeben wiirde. 

Hierzu ist zunéchst zu sagen, dab die Sentersche Hy- 
pothese von vornherein tiber den Reaktionsverlauf tiberhaupt 
nichts auszusagen gestattet, da sie in beliebiger Weise zur 
Auslegung jedes Reaktionsverlaufs herangezogen werden koénnte. 
Denn erdrtern wir unter der Annahme, daf derartige Vorginge, 
wie sie Senter annimmt, eintreten, den Einflu8 dieser Er- 
scheinung auf den Reaktionsverlauf, so ergibt sich folgendes: 
Ob die Tendenz zur Sauerstoffblischenbildung wahrend der 
Reaktion steigt oder abnimmt, ]aBt sich von vornherein nicht 
entscheiden, da der begiinstigenden Wirkung durch zunehmende 
Siittigung der Fliissigkeit die verz6gernde durch die Reaktions- 
verlangsamung entgegensteht. Aber gesetzt den Fall, da diese 
Tendenz wihrend des Reaktionsverlaufs stets einen bestimmten 
Sinn besiéfBe, so liBt sich diese wieder sowohl fiir die Erklé- 
rung einer Zu- als einer Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit 
verwerten, je nachdem man annimmt, daf die sich _ ent- 
wickelnden Sauerstoffblaschen eine Durchriihrung der Fliissigkeit 
und damit eine Verkleinerung des Diffusionsweges oder eine 
Verkleinerung der Colloidoberflaiche begiinstigen. 

Da Senter bei seinen Versuchen, bei denen andere Ne- 
benerscheinungen ausgeschlossen waren, entweder eine Kon- 
stanz der K-Werte oder eine Zunahme derselben beobachtete, 
so mufte er jedenfalls annehmen, dai die erste Wirkung die 
zweite entweder iibertrafe oder in den meisten Fallen gerade 
kompensiere, obgleich von vornherein nicht einzusehen war, 
weshalb nicht auch das Umgekehrte eintreten solle, was eine 
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Reaktionsverzogerung zur Folge gehabt haben wiirde. Solange 
es also nicht méglich ist, zu zeigen, daf bei einem aufsteigenden 
Gang die Riihrwirkung der Sauerstoffblischen der die Diffusion 
erschwerenden Wirkung das Ubergewicht hilt und bei einem 
absteigenden Gang das Umgekehrte statthat, bleibt die Sen- 
tersche Auffassung rein hypothetisch, wodurch es wohl be- 
rechtigt erscheint, daf wir sie nicht ohne weiteres als erwiesen 
angenommen haben. Ks sollen aber einige Punkte angefiihrt 
werden, welche gegen die Sentersche Auffassung sprechen. 

Wenn man die Senterschen Versuche selbst betrachtet, 
bei denen er einen aufsteigenden Gang beobachtete, also die 
Sauerstoffblaschenbildung in Frage kam, ist es auffallig, dab 
sie gerade Hydroperoxydkonzentrationen entsprechen, bei denen 
die Gasentwickelung entweder auBerordentlich gering oder iiber- 
haupt nicht zu erwarten war, also nach Senters eigenen An- 
gaben!) (vgl. Diese Zeitschr. Bd. 52, S. 743 [1903]) Abweichungen 
vom normalen Reaktionsverlaufe nicht eintreten durften. Ferner 
lieBe sich wohl erwarten, daB in denjenigen Fallen seiner Ver- 
suche die Tendenz zu einem aufsteigenden Gang (vorausgesetzt, 
dafi andere Komplikationen vermieden waren), am gréften wire, 
wenn das Verhiltnis Hydroperoxyd zu Ferment am meisten zu- 
gunsten des ersteren verschoben war. Jedoch auch dies lift 
sich aus den an der genannten Stelle angefiihrten Versuchen 
nicht folgern. 

Wir haben deshalb versucht, die offene Frage, ob die durch 
Sauerstoffblaschen in der Fliissigkeit hervorgerufene Rihrwir- 
kung tiberhaupt einen merklichen Einflu8 auf den Reaktions- 
verlauf haben kénne, so gut es geht, experimentell zu priifen. 

Wir verbanden deshalb die Reaktionskélbchen mit einer 
Gasbiirette, die mit einem Niveaurohr versehen war, und stat- 
teten sie mit einem Riihrwerk aus, soda also die Gasent- 
wickelung im Reaktionsgemisch sowohl bei ruhender Fliissig- 
keit wie wahrend einer sehr kraftigen Durchriihrung (iiber die 





1) Streng genommen allerdings diirfte ja die Peroxydkonzentration 
in der Lisung ca. ‘/1000-Normalitét nicht tberschreiten, damit sich aller 
aus dem Peroxyd entwickelbarer Sauerstoff lésen kinnte, doch ist natiirlich 
stets mit starken Ubersittigungserscheinungen zu rechnen (siehe spiater). 
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Einzelheiten der Versuchsordnung wird an anderer Stelle aus- 
fiihrlich berichtet werden) verfolgt werden konnte. Es wurden 
Versuche sowohl bei 0° als bei 20° und mit wechselnder 
Hydroperoxyd- und Fermentkonzentration vorgenommen. Die 
Versuche sind im folgenden mitgeteilt. (Tab. 7.) Es erhellt, 
dafi bei ruhender Fliissigkeit, wie schon der Augenschein wahr- 
scheinlich gemacht hatte, und bei nicht zu groBer Hydroperoxyd- 
und Fermentkonzentration bei 0° wenigstens fast wihrend des 
ganzen Verlaufs der Reaktion eine Gasabgabe tiberhaupt nicht 
stattfindet, Verhiltnisse, die sich bei 20° wiederholen, nur 


Tabelle 7a. Sauerstoffentwicklung waéhrend der Reaktion 
bei ruhender Fliissigkeit. 


















































: : 1s b) Fermentkonz. 5 | c) Fermentkonz. 1,5 
a) Fermentkonz. 1,5 H,0,-Konz. '/100-n H,0,-Konz. ‘/20-n 
H,0,-Konz, */100-n = 20,9 cem 0, = 104,5 ccm O, 
= 20,9 ccm 0, Zeit} Ent- | In je Zeit! Ent- In je 
bei 0° und 760 mm Hg} in |wickelter 5 Min.| in jwickelter) 5 Min. 
Min.|O, in ccm entw. O,] Min.!O, in ccm entw. O, 
in 23 Minuten keine | 2’ 0,5 04 6/ 1,0 10 
Gasentwicklung ') 12’ 13 fe 21/ 3,9 ne 
0 ] 
[7* 1,8 - 36/ 7,3 
P 0,5 . 1,3 
0 92‘; 23 _ | 56] 12,4 
0,45 1,2 
33’| 3,2 _ | 71’) 15,9 
| 0,45 
43’) 4,1 " 
| 0,35 
50’! 4,6 
a) Fermentkonz. 1,5 | b) Fermentkonz. 1,5 | c) Fermentkonz. 5 
F ore F a 
H,0,-Konz. */soo-n HO: nai a _ ag 7 
= 10,5 ccm 0, wt IndMin|.., | Ind Min. 
7 > Zeit com O, ‘entw. 0, Zeit | ccm O, entw.0, 
in 26 Minuten nur 1‘| 04 S 6 1,3 
: 0,35 0,7 
0,6 ccm O, entwickelt{| 6’; 0,75 11‘; 2,0 
sich | 12 | Tae} 26 | 
| ae | Teel op | © 
‘) Nach Schluf des Ver- 6 0.4 a 3,6 0,4 
suchs wurde stets durch | 21’; 2,0 26’; 3,7 . 
Titration mit KMn0Q, fest- og'| 94 0,4 31/| 4.05 0,35 
gestellt, dafi alles HO, zer- Box 0.4 on 0,35 
setzt war. 31’) 2,8 36'| 4,4 
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Tabelle 7b. Versuch zur Bestimmung der Aufnahmefihigkeit 
der Fermentlosung fiir den wihrend der Reaktion entwickelten 
Sauerstoff, 


H,O,-Konz. '/1oo-n. 0°. 
































Zeit Entwickelter 0, | ‘In je 10° 
| in Min. in com | entwickelter O, 
I. | 0! 0 
60/ 0,6 — 
67’ 0.9 —_ 
II. 80/ 1,7 
85’ 1.8 — 
95‘ 29 0,4 
105’ 2.8 0.6 
115’ 3.4 py 
125’ 43 | ree 
135’ 5,1 | c 
145' 5.6 0,5 
III. 150° 59 
160’ 6.9 1,0 
170° 7,9 1,0 
230/ 93 1,4 in 60’ 
240’ 10.5 1,2 
250! 111 0,6 
260° 12,3 1,2 
275/ 13.2 OS 
290° 14,1 0,6 
IV. 295/ 14.8 
305‘ 15,7 0,9 
315’ 16,5 0,8 
325/ 17,4 0,9 
335/ 18,4 1,0 
350 19,3 0,6 
360/ 20.3 1,0 
370° 21,1 0,8 
380! 22 4 1,3 
390! 23,2 OS 
400! 23,9 0, J 
410’ 24.5 0,6 
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mit dem Unterschied, dafi die Hydroperoxyd- und Ferment- 
konzentrationsgrenze, bei der eine merkliche Gasentwickelung 
einsetzt, etwas nach unten verschoben ist. Es folgt daraus, 
dafi bei weitem die gréfte Menge des Gases in der Filiissigkeit 
gelést enthalten bleibt,!) unter diesen Umstainden also eine 
Riihrwirkung durch Sauerstoffblaschen tiberhaupt nicht eintreten 
kann. Aber auch in den Fallen, in denen eine merkliche Sauer- 
stoffentwickelung zu beobachten ist, kann sie nicht stérend auf 
den Reaktionsverlauf einwirken, denn wie alle Versuche dieser 
Art ergaben, ist die allerdings stets geringe Gasentwickelung 
wihrend der ganzen Versuchsdauer ziemlich gleichférmig, d. h. 
es werden in gleicher Zeit ziemlich die gleichen Mengen Gas 
abgegeben (vgl. Tab. 7a u. 7b).2) Es wird also mithin auch die 
Zahl der die Fliissigkeit in der Zeiteinheit durchsetzenden Gas- 
bliischen und die Riihrwirkung wahrend der Versuchsdauer 
konstant sein! Damit ist aber erwiesen, dai die Riihrwirkung 
der Q-Bliaschen den Gang nicht verursachen kann. Ks eriibrigt 
sich dann auch die Frage, ob der von Senters in Riicksicht 
gezogene entgegengesetzte Effekt der Blaschenbildung (Beein- 
triichtigung der Diffusionsoberfliche durch letztere) den regel- 
miéBigen Ablauf der Reaktion stdren kann. Denn wenn ent- 
weder tiberhaupt keine merkliche Gasentwicklung beobachtet 
wird oder diese gleichformig ist, so kann, wenn man annimmt, 
daBi ein Teil des sich in letzterem Fall entwickelnden Gases 
in Form an den Kolloidteilchen adhisierender Gasblischen auf- 
tritt, die daraus resultierende Wirkung auf den Reaktionsver- 
lauf nur als eine Reaktionsverzégerung gedacht werden. 


') Versuchsanordnungen wie die von W. Léb (Bioch. Zeitschrift, 
Bd. 13, S. 339, 1902) beschriebene zur Messung der Katalase im Blut 
kénnen daher kaum richtige Aufschliisse tiber die in Wirklichkeit zer- 
setzten Sauerstoffmengen liefern. 

2) In Tabelle 7b ist ein Versuch mitgeteilt, bei dem die Reaktion 
durch wiederholten H,O,-Zusatz iiber eine langere Zeit ausgedehnt wurde. 
Man sieht, dafi auch hier die Gasmengen, die entwickelt wérden, relativ 
sehr gering und ziemlich konstant sind fiir gleiche Zeitintervalle. Die in 
der Lisung verbleibenden Sauerstoffmengen sind sehr erheblich: in 208 ccm 
verbleiben 35,8 ccm O,, die einem Gleichgewichtsdruck von tber 15 Atm. 


entsprechen wiirden. 
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Daf der fehlende Sauerstoff in Form einer tibersittigten 
Lésung in dem Reaktionsgemisch enthalten ist, laBt sich leicht 
zeigen: Wenn man am Ende der Zeit, welche die Reaktion 
zu ihrem Ablauf nétig hat, das Riihrwerk in Gang setzt, wird 
in kurzer Zeit ein groBer Teil des Gases aus der Fliissigkeit 
entwickelt. 

Es fragt sich nun, ob die hierbei eintretende auferordent- 
lich lebhafte Blischenbildung wenigstens einen Einflu8 auf den 
Reaktionsverlauf haben kénnte. Um dies festzustellen, verfuhren 
wir so, daf wir den Reaktionsverlauf einmal in ruhender, das 
andere Mal in einer stark geschiittelten Reaktionsfliissigkeit ver- 
folgten oder indem wir das gleiche Reaktionsgemisch zuniichst bei 
ruhender, nach einiger Zeit bei geschiittelter Fliissigkeit unter- 
suchten. Das Ergebnis einer sehr grofen Anzahl Versuche in dieser 
Richtung war nicht eindeutig. In einigen Fallen wurde eine merk- 
liche Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit durch das Schiit- 
teln festgestellt, in anderen wieder fehlte sie vollkommen. Lieb 
man anderseits die stark in Bewegung befindliche Flissigkeit 
zur Ruhe kommen, so konnte haufig ein merklicher Riickgang 
der Reaktionsgeschwindigkeit festgestellt werden. (Tab. 8 u. 9.) 





Tabelle 8. Einfluf des Schiittelns bei Atmospharendruck. 


Blutferment. H,O,-Konz. '/1oo-n. 0°. 
Die Versuche wurden in der angegebenen Reihenfolge unmittelbar hintereinander 





























ausgefiihrt. 
a re) 
1. Unge- 2. Ge- 3. Unge- 4. Ge- 5. Unge- 6. Ge- 
schiittelt schiittelt schiittelt schiittelt schiittelt schiittelt 
| | | ] | 
1‘'30,82 1’|28,80 2//28,23 228,95 2/'29,45) 2’ | 26,77 
_/194 280) | 176 171 _ . 1161 | 220 
4''26,95 4/2374 6/'24,00)_ | 6\24,71 6/|25,40, 6’ | 21,86 
aad 162 252] | 150} | 158 146 201 
13/'19,28 131 10’\16,77 ons 11’ 20,20 161 11’ 20,61 172 10‘|22,21 149 10’ | 18,16 
19’16,08 16/|12,06 19//15,02 19/\15,01 20'/16,03) unge- | 997 
* ge- | schiittelt 
Q9 y 
schiittelt 156 schiittelt /?” 17’ | 12,60 131 
31" 9,75 949 27/12,96|_ __ | 24’| 10,20 
36/| 7,38 a 33’ 10,75) 0 von 33! an} y 47 
a 5,62 38/ 9,18| ” geschilttelt 
| 37'| 4,87 
unge- |,-- unge- 
schiittelt|!°° schiittelt| {79 
51’| 3,93 49‘| 6,72) 
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Tabelle 9. EinfluB des Schiittelns bei Atmospharendruck. 
Puppenextrakt von Deilephila euphorbiae. H,O,-Konz. ‘/ao-n. 20°. 
ungeschittelt | 











1’ | 1830 | _ 

‘ 734 

3’ | 13,05 
602 

6° | 8,61 
geschiittelt | | _ 
' 597 

9° | 4,70 
748 

12’ 3,40 

ungeschiittelt 
506 

22’ | 1,06 

| 


Tabelle 10. Einflu8 des vorherigen Schiittelns der Ferment- 
losung. 


Blutferment. H,0,-Konz. #/200-n. 20°. 
fT ___ 





1. ungeschiittelt 2. 30 Min. auf Schiittelmaschine geschittelt 
1’ | 20,03 1’ 16,75 
sd 740 738 
5’ 10,13 4! 10,06 
" 796 767 
10’ 4,05 12’ 2,45 





Um die Beweiskraft dieser Versuche zu erhdhen, mufte 
noch ein Bedenken beseitigt werden. Es betrifft die Wirkung 
des Schiittelns auf das Ferment. Nach Versuchen anderer Au- 
toren') kénnen Fermente durch bloSes Schitteln in ihrer Akti- 
vitét stark geschwiicht werden. Entsprechende Versuche mit 
dem Ferment in der Reaktionsverdtinnung?) lieferten keine po- 
sitiven Ergebnisse, sodafi von einer Wirkung in dieser Richtung 
abgesehen werden kann (Tab. 10). Wenn also damit bewiesen 
schien, daB das Schiitteln keine Aktivitétsinderung des Fer- 
ments an sich in der Reaktionsverdiinnung hervorrief, so muBte 
nach obigem eine, wenn auch nicht regelmafig, so doch haufig 
eintretende Wirkung des Schiittelns auf den Reaktionsverlauf 


') E. Abderhalden und M. Guggenheim (fiir Tyrosinase, Hefe- 
prefisaft und Pankreassaft), Diese Zeitschrift, Bd. 54 (1908) u. a. 

?) Konzentrierte Katalaselésungen zeigen dagegen allerdings bei 
mehrstiindigem Schiitteln auf der Schiittelmaschine im geschlossenen Ge- 
fi bei Zimmertemperatur einen erheblichen Riickgang ihrer Aktivitat. 
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selbst angenommen werden und es lage nichts im Wege, diese 
im Sinne Senters durch eine Riihrwirkung der Sauerstoff blischen 
zu erklaren. Eine Erklarung aber von Abweichungen des Reak- 
tionsverlaufs vom Reaktionsschema I. Ordnung in der ruhenden 
Fliissigkeit konnte der erhaltene Befund nicht geben. 


4. EinfluB der Adsorption. 


Die ganze Sachlage dndert sich aber sofort, wenn man 
nicht die Riihrwirkung des sich entwickelnden Sauerstoffs, sondern 
den in der Fliissigkeit gel6sten Sauerstoff fiir die stérende Wir- 
kung verantwortlich macht. Aus der Tatsache namlich, dab 
durch den wihrend der Reaktion sich bildenden Sauerstoff 
so auferordentlich hohe Ubersittigungsgrade in der Fliissig- 
keit sich erzielen lassen, die auch durch starke Rihrwirkung 
nicht oder wenigstens nur sehr schwer aufzuheben sind (vgl. 
die friiher beschriebenen Versuche), geht mit grofer Wahr- 
scheinlichkeit hervor, daB die Colloidteilchen adsorbierend 
auf den in Lisung befindlichen Sauerstoff wirken und so die 
starke Ubersiittigung der Lisungen ermdglichen. 

Nimmt man jedoch eine merkliche Adsorption des gelésten 
Sauerstoffes durch die Fermentteilchen an, so liegt es auch 
nahe, eine solche fiir das Peroxyd zu beriicksichtigen, d. h. also 
die fermentative Hydroperoxydzersetzung als ein Beispiel einer 
Adsorptionskatalyse aufzufassen. Fille solcher Adsorptions- 
katalysen sind schon bei Gasreaktionen mehrfach untersucht 
und diskutiert worden (vgl. vor allen Dingen die Untersuchung 
von Bodenstein und seinen Mitarbeitern, ferner von Boden- 
stein und Stock, Ber. d. d. chem. Gesellsch., Bd. 40, S. 70 
[1907]; Zeitschr. f. physikal. Chem., Bd. 60, S. 46 |1907]). Auch 
fiir Reaktionen in Fliissigkeiten ist die Adsorption besonders von 
Freundlich zur Erklaérung des Verhaltens der Platinkatalyse 


des Hydroperoxyds herangezogen worden.?) 





1) Die Ansicht, das speziell bei Fermentreaktionen méglicherweise 
Adsorptionsvorginge eine wesentliche Rolle spielen kénnten, ist kiirzlichauch 
von H. G. Denham (Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. 72 [1910], S. 684 ff.) 
erértert worden. Doch weichen unsere im folgenden dargelegten Anschau- 
ungen wesentlich von den Vorstellungen Denhams ab, die wir uns, so- 
33 
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Bleiben wir also bei der Vorstellung, da’ die gemessene 
Reaktionsgeschwindigkeit einen Diffusionsvorgang darstellt, bei 
dem jedoch der Diffusionsweg durch die Adsorption des gelésten 
Peroxyds modifiziert wird, so tritt an Stelle der fiir die Nernst- 
Brunnersche im makroheterogenen Systeme geltenden Glei- 
chung 


die durch die Beriicksichtigung der Adsorptionsisotherme modi- 


fizierte Form 
dx 1 


-— — K‘.a-Cn, 


worin a einen fiir das System charakteristischen Adsorptions- 
1 
koeffizienten, aa den Adsorptionsexponenten darstellt, der im 


allgemeinen einen echten Bruch bildet. — Die Folge dieser 
Annahme ist, daB die Reaktion nicht mehr nach dem Schema 
erster Ordnung verlaufen kann, sondern die K-Werte normaler- 
weise mit dem Verlauf der Reaktion zunehmen miissen, weil 
ja nach der Form der Adsorptionsisotherme die Adsorption in 
verdiinnten Lésungen eine relativ starkere sein wird, d.h. die 
Konzentration in der Nahe der Grenzfliche nicht so stark sinkt 
wie in der Lésung selbst, so dafi die Geschwindigkeit der 
Diffusion eine gréBere wire, als aus der Konzentration in der 
Lésung zu schlieBen ist. Nehmen wir nun aber weiter an, dab 
sich diese Adsorption nicht nur auf den reagierenden Stoff, 
sondern auch auf das Reaktionsprodukt erstreckt, so braucht 
man nur zu folgern, dafi die sich im Verlaufe der Reaktion 
immer steigernde Sauerstoffadsorption durch das Ferment mit 
einer Schwéchung des Ferments verkniipft ist, um zu ver- 
stehen, daB die nach obigen Annahmen zu erwartende Zunahme 
der nach einer Reaktion erster Ordnung berechneten K-Werte 
sich in eine scheinbare Konstanz oder Abnahme derselben 
verwandelt. 





weit die fermentative Hydroperoxydzersetzung anlangt, nicht zu eigen 
machen kénnen. 
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Welcher Art diese inaktivierende Wirkung des adsorbierten 
Sauerstoffes ist, dariiber ]4Bt sich von vornherein nichts sagen. 
Wenn man jedoch an die sogenannten Giftwirkungen zahl- 
reicher léslicher Substanzen schon in geringen Konzentrationen 
denkt, welche gerade bei der Katalase') eine so groBe Rolle 
spielen und ihre einfachste Erklarung in den meisten Fallen 
in Adsorptionsvorgingen und einer damit verkniipften Ausbildung 
einer schwerdiffusiblen Schicht finden, so ist es sehr naheliegend, 
auch von gelésten Gasen, insbesondere auch von dem Sauer- 
stoff als Reaktionsprodukt der Hydroperoxydzersetzung eine 
soleche Wirkung anzunehmen, zumal die Mdglichkeit fir eine 
Adsorption des Sauerstoffs gerade in statu nascendi besonders 
giinstig ist. Es ist auch wohl mdglich, die wiahrend der Re- 
aktion erfolgende Schwachung des Ferments als eine Ver- 
dringungswirkung aufzufassen. Nach dem, was tiber die gleich- 
zeitige Adsorption mehrerer Stoffe in einer Loésung bekannt ist, 
erscheint dies durchaus berechtigt. Nach Freundlich?) ver- 
drangen sich tatsachlich adsorbierte Stoffe im allgemeinen rasch 
und glatt, wie in dem Beispiele Kohlenstoff, Bernsteinsaéure, Ben- 
zoesaure gezeigt wurde. Und besonders wichtig scheint es fiir 
unseren Fall, was der Verfasser tiber die Verhiltnisse bemerkt, 
die eintreten, wenn eine erhebliche Konzentrationsverschieden- 
heit zwischen den beiden Stoffen besteht, Verhiiltnisse, die ja 
in unserem Falle durch den Ablauf der Reaktion von selbst 
hervorgerufen werden: «Ist die Konzentration der beiden Stoffe 
sehr verschieden, so wird der mit der grofen Konzentration, 
selbst wenn er allein weniger adsorbiert wird, an der Grenzfliche 
stark tiberwiegen und demgem&f, wenn man ihn als zweiten 
Stoff zusetzt, den ersten von der Grenzfliche verdrangen. » 

Unsere Auffassung tiber die fermentative Hydroperoxyd- 
zersetzung stimmt also insofern mit derjenigen Senters iiberein, 
als auch wir in dem durch Messung verfolgbaren Vorgang eine 
Diffusion sehen, wie sie nach Nernst und Brunner den Ab- 
lauf einer Anzahl Reaktionen im makroheterogenen System 





1) Vgl. vor allen G. Senter, Zeitschr. f. physik. Chemie, Bd. 51, 
S. 675 (1905) und H. Freundlich, Kapillarchemie, S. 386 ff. 
*) Vgl. Kapillarchemie, S. 163 ff. 
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regelt, wahrend der eigentliche chemische Zerfall des Peroxyds 
an der Oberflaiche der Colloidteilchen mit nicht mefbarer Ge- 
schwindigkeit erfolgt. Wir weichen aber darin von Senter 
ab, daB wir der bei mikroheterogenen Systemen stets in Betracht 
kommenden Adsorption einen entscheidenden Einflu8 auf den 
Diffusionsvorgang zuweisen, und zwar in doppeltem Sinne: 
erstens mit Riicksicht auf den reagierenden Stoff, womit wir 
die Ansichten Freundlichs tiber die Ursachen des aufsteigenden 
Ganges bei der Platinkatalyse!) auf die Katalase tibertragen 
(vergleiche hieriiber die ausfiihrlichen Betrachtungen des ge- 
nannten Autors in seinem Lehrbuch tber Kapillarchemie, 
Seite 350 ff. und Seite 521), zweitens mit Riicksicht auf das 
Reaktionsprodukt, womit wir einen neuen, die Kinetik der 
fermentativen Hydroperoxydzersetzung bestimmenden Faktor 
einfiihren. ?) 

Wenden wir nun die Erkenntnis, daB bei der fermentativen 
Hydroperoxydzersetzung Adsorptionsvorgange der geschilderten 
Art entscheidend in den Mechanismus der Reaktion eingreifen, 
auf die beschriebenen Fermentversuche an, so ist nach obigem 
zunichst der bisher unerklarbare, so haufig beobachtete ab- 
steigende Gang ohne weiteres verstindlich. Eine geringe Uber- 
legung lehrt auch, da bei héherer Peroxydkonzentration der 
Ablauf der Reaktion insgesamt langsamer erfolgen, die Kon- 
stanz der K-Werte aber eine gerade hiufig bessere sein wird. 
Ebenso scheint die fiir die Reaktion so auferordentlich cha- 
rakteristische schwere Reproduzierbarkeit der Versuche eine 
sehr gute Erklirung zu finden. Denn da der Reaktionsverlauf 


') Vgl. hierzu auch vor allen die Untersuchungen Bredigs und 
seiner Schiiler (Diese Zeitschrift, Bd. 31, S. 258 [1899]; Bredig und 
Jkeda, Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 1 [1901]; Bredig und Reinders, 
Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 323 [1901]; Bredig und Fortner, Berl. Ber., 
Bd. 37, S. 798 [1904]). 

*) Diese Auffassung bildet in gewissem Sinn einen Spezialfall der 
von B. Moore (vgl. Bayliss, Das Wesen der Enzymwirkung, Dresden 
1910) aufgestellten allgemeinen Formel fiir die Kinetik, einer Ferment- 
reaktion, welche der Intensititsanderung Rechnung tragt, die das Ferment 


mit fortschreitendem Umsatz erleidet: = =k (ite *) - (a—x). 
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nach obigem von dem Adsorptionsvermégen des Ferments mit- 
bestimmt wird und letzteres wieder durch zahlreiche, durchaus 
nicht kontrollierbare Faktoren beeinfluBt werden kann, so er- 
kliren sich die Schwankungen nicht nur in Hinsicht auf die 
Reaktionsgeschwindigkeit, sondern auch mit Hinsicht auf den 
Reaktionsverlauf ganz von selbst. Diese Veriinderlichkeit im 
Reaktionsverlaufe ergibt sich jedoch nicht nur durch das je- 
weilig verdinderliche Adsorptionsvermégen des Ferments, son- 
dern auch durch die Tatsache, da die Adsorption des inak- 
tivierenden Sauerstoffs von dem Ubersattigungsgrade desselben 
in der Loésung abhingen wird, der natiirlich bei ruhender 
Fliissigkeit von unkontrollierbaren Faktoren bestimmt wird. 
Die Beobachtung insbesondere, daB Fermentschwiachung durch 
Altern gleichzeitig eine Abnahme des absteigenden Ganges der 
K-Werte bei der Reaktion zur Folge hat, ebenso wie die ab- 
norme Empfindlichkeit der besonders gereinigten Ferment- 
l6sungen, werden durchaus verstindlich. Wir haben nach ihrer 
Darstellung in den Fermentlésungen stets mit Verunreinigungen 
unbestimmter Natur und Menge zu rechnen, die selbst ad- 
sorbiert werden und dadurch Aktivitét und Reaktionsverlauf 
modifizieren kOnnen. Ebenso erklarlich ist die Tatsache, dab 
bei langerem Verfolg der Reaktion das Ferment im allgemeinen 
sich schlieBlich nur noch wenig oder eventuell gar nicht mehr, 
auch bei wechselndem Peroxydgehalt des Reaktionsgemisches, 
findert. Allmahlich wird sich ein durch den erreichbaren Uber- 
sattigungsgrad der Losung geregeltes Adsorptionsgleichgewicht 
einstellen. Bleibt man bei der Annahme einer Adsorptions- 
verdrangung, so geht aus der Tatsache, daB im allgemeinen das 
Ferment in verfolgbarer Zeit nicht auf die Aktivitaéit 0 herunter- 
geht, hervor, dafi die Adsorptionsverdriingung nie eine voll- 
staindige werden kann. Endlich la&t sich die Tatsache, daB die 
K-Werte bei hoher Temperatur eine bessere Konstanz auf- 
weisen, mit der Auffassung in Einklang bringen, daf es Ad- 
sorptionsvorginge sind, die den Gang verursachen. Wir wissen, 
daf die Adsorption geléster Stoffe im allgemeinen mit wachsender 
Temperatur abnimmt. Hier, wo es sich um die Adsorption eines 
geldsten Gases handelt, wird diese Tatsache um so mehr hervor- 
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treten, als auch die Loslichkeit des Gases mit steigender Tempe- 
ratur kleiner wird. Bei Fermenten mit geringem Adsorptionsver- 
moégen (kleiner Gang) wird also bei hoher Reaktionstemperatur 
der fiir die Adsorptionsreaktion charakteristische aufsteigende 
Gang hervortreten (vgl. Versuch 1 u. 2 in Tab. II). 

Es erklaren sich also die Eigenschaften des Blutferments 
ziemlich ungezwungen durch Beriicksichtigung der Adsorptions- 
eigenschaften desselben und man wird diese Annahme deshalb 
auch fiir die anderen Katalasen, insbesondere fiir die aus 
Raupen und Puppen isolierte, machen kénnen, soweit sich diese 
in ihrem Verhalten dem Blutferment anschliefen. Aus dem be- 
sonders groBen Gange wird man hier auf ein besonders starkes 
Adsorptionsvermégen zu schliefen haben, das wiederum mit 
der iiberhaupt auffallend starken Aktivitét dieses Ferments in 
seziehung zu stehen scheint. 


5. Weitere Versuche zur Stiitze der Adsorptions- 
theorie. 


Wenn nun auch durch die bisher geschilderten Beispiele 
die Wahrscheinlichkeit gro&{ geworden ist, dafi wirklich Ad- 
sorptionsvorgange der geschilderten Art entscheidend fiir den 
Verlauf der fermentativen Hydroperoxydzersetzung sind, so 
fehlt doch einstweilen noch ein direkter Beweis ganzlich dafiir. 
Denn die geschilderten Schiittelversuche zeigen keine geniigend 
betriichtliche regelmabige Wirkung, um ais Beweis fiir die Rich- 
tigkeit unserer Auffassung herangezogen werden zu k6nnen. 
Zweitens aber lassen sie sich ebensogut fiir das Vorhandensein 
einer Wirkung im Sinne Senters verwerten: Abschiittelung 
von Gasblischen von den Fermentteilchen und Unterstiitzung 
der Riihrwirkung der Brownschen Molekularbewegung durch 
die sich in der geschiittelten Flissigkeit leicht entwickelnden 
Gasblischen, beides Vorgénge, welche die Diffusion, also den- 
jenigen Vorgang begiinstigen, der fiir die Geschwindigkeit der 
Reaktion allein mabgebend ist. 

Die unregelmaBige und unvollstindige Wirkung des Schiit- 
telns konnte nur darin zu suchen sein, daf der Sauerstoff nur 
unvollstiindig aus dem Reaktionsgemisch entfernt wurde, und 
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in der Tat zeigen gasvolumetrische Messungen, daB es mit 
Hilfe einfacher Durchriihrung, auch wenn sie sehr intensiv ist, 
nur schwer gelingt, den in der Fliissigkeit enthaltenen Sauer- 
stoff, wenn er einmal adsorbiert worden ist, wieder vollstindig 
zu entfernen. 

Wire es mdglich, den Sauerstoff im Entstehungszustande 
moglichst vollstandig aus dem Reaktionsgemisch zu entfernen 
und gelinge es damit gleichzeitig, den absteigenden Gang der 
K-Werte zu beseitigen, bezw. ihn in einen aufsteigenden 
zu verwandeln und gleichzeitig die Gesamtreaktionsgeschwin- 
digkeit zu erhdhen, und ware endlich eine solche Wirkung 
ihrem Betrage nach grodfer als das bloBe Durchschiitteln des 
Reaktionsgemischs wiéhrend der Reaktion, so hitte damit die 
Adsorptionstheorie ebensoviel an Wahrscheinlichkeit gewonnen, 
als die Sentersche Auffassung daran verlore. 

Im folgenden sollen nun Versuche, welche in dieser Rich- 
tung angestellt wurden, besprochen werden. Die Entfernung 
des Sauerstoffs gelingt in viel weitgehenderem MaBe als durch 
bloBes Schiitteln an der Luft, wenn man das Schiitteln im 
Vakuum ausfiihri. Zu diesem Zwecke wurde das Reaktions- 
gemisch in eine grofe Saugflasche, die mit einer gut wirkenden 
Wasserstrahlpumpe verbunden war, gebracht und wahrend der 
Reaktion verschlossen geschiittelt. Zur Entnahme nur mubte 
Atmospharendruck tiber dem Reaktionsgemisch hergestellt 
werden. Die dadurch erzielte Anderung im Reaktionsverlauf, 
verglichen mit dem bei Atmospharendruck (vgl. Tab. 9) in 
Ruhe befindlichen Reaktionsgemisch, ist augenscheinlich und 
liegt in der nach der Absorptionstheorie zu erwartenden Rich- 
tung bei Versuchstemperatur von 0 bis 20°: Durch Schiitteln 
im Vakuum wird nicht nur die Reaktionsgeschwindigkeit be- 
deutend heraufgesetzt, sondern auch der Gang, wie oben er- 
wahnt, aus einem absteigenden in einen aufsteigenden ver- 
wandelt (vgl. Tab. 11). Es treten also, anders ausgedriickt, 
dieselben Wirkungen wie beim einfachen Schiitteln, nur viel 
prompter und deutlicher hervor. Man kann, um die Grodbe 
der Wirkung zu erkennen, statt eines Parallelversuchs mit 
ruhender Fliissigkeit auch die Anordnung in der Weise treffen, 
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Tabelle 11a. Wirkung des Schiittelns im Vakuum. 
Blutferment, H,O,-Konz. '/soo-n. 





























1. Ungeschiittelt 2: Geschiittelt 
a) b) a) b) 
1’ | 13,43 | 1’ | 17,43 | 1’| 16,32 1’ | 28,46 
| 248 | | 505 | 807 558 
go | 3°) 11,98) 9 | 4’ | 12,30 | 3’ | 14,17 | 3/| 22.01 
| “185 | | 440 "| 848 | 600 
12‘ 8,17)... | 8’| 8,20] 11’| 7,54 5 | 16,70 
| 159 | | 416 341 589 
29'| 4.38 18’) 3,15) 21/| 3,44 12’; 6,46 
| | | | 605 
| | | 18’| 2,80 
a) b) a) b) 
1’ | 11,05 1’ | 18,49 | 1’ | 18,52 1’ | 18,60 
| 398 747 "| 524 776 
ogo | 3°] 9,20 3/}1311) | 3/| 14,55 3’ | 13,01 
: | 431 715 492 790 
6’| 6,83 6‘| 8,00; | 8} 826 6’| 7,54 
| 470 658 630 803 
10’| 4,43 16’| 1,76 13’| 4,00 14’| 1,72 
490 
14’| 2,82 
































Tabelle 11b. Wirkung des Schiittelns im Vakuum. 


Puppenextrakt von Smerinthus Ocellata, H,O,-Konz. '/s00-n. 
































Ungeschiittelt Geschiittelt Parallelversuch 
1’ | 20,33 | 3677 
; 386]. ; 363 
3’ | 17,02 319 3’ | 15,88 379 
0° 5’ | 14,74 | 5’ | 13,34 on 
11’| 1030 |? | a1 | 399 | 2 
| 164 é 288 
20’ 7,50 20’ 4,56 
1’ | 19,07 |. 1‘ | 21,09 1’) 21,27 | | 
330 416 387 
3’ | 16,38 _| 3°] 17,41 3’| 17,80 
295 492 440) 
20 0 5’ | 14,30 5’ | 13,88 5’| 14,53 
« _ | 228 478 432 
10’ | 10,95 10’ 8,01 |. 11’; 8,00 
230 567 454 
22’ 5,80 20’ 2,17 )17’| 4,27 
| 291 
24/| 2,67 














1) Hier wurde Evakuieren und Schiitteln unterbrochen. 


daB man die Reaktion zuniéchst im ruhenden Reaktionsge- 
misch verfolgt und dann im Vakuum unter Schiitteln fortsetzt. 
Man sieht, wie das Ferment sich dann im zweiten Teil der 
Reaktion <erholt», indem die ermittelten K-Werte von diesem 





| 
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Augenblick des Schiittelns an eine plétzliche Zunahme und 
einen aufsteigenden Gang zeigen. Diese Versuche wurden mit 
Fermentlésungen verschiedener Herkunft und verschiedenen 
Reinheitsgrades vorgenommen, ergaben jedoch qualitativ vollig 
das gleiche (vgl. Tab. 12). 


Tabelle 12. EinfluB des Schiittelns im Vakuum. 
nn) 











1. Blutferment 2. Puppenextrakt von Deil. euphorbiae 
H,0,-Konz. 4/ao0-n. 0°. H,0,-Konz. ‘/aoo-n. 20° 
Der Versuch wird unter den gewéhn- . 3 
lichen Bedingungen eingeleitet, nach Der Versuch wird unter den gewohn- 
einigen Entnahmen wird die H,O,-Kon- lichen Bedingungen eingeleitet, nach 
zentration wieder auf die urspriing-jeinigen Entnahmen wird evakuiert 
liche Hohe gebracht, evakuiert und und geschiittelt 
geschiittelt 
1’ | 17,43 | ia 1’ | 1831 ae 
4 | 1230 | 7° 3° | 1562 | ° 
| 440 7 294 
8/ 8,20 0 5! 13,64 998 
4 
18’ 3,15 8/ 11,10 
evakuiert und geschiittelt evakuiert und geschittelt 
¥ 18,01 | 10/ 9,32 
| 437 426 
3/ 14,73 498 12’ 7,66 440 
5/ 11,70 508 16’ 5,12 Bee 
5 Bf 
10° | 638 23° | 210 | °° 
: 509 
15’ 3,55 | 














War die Wirkung durch die Entfernung des Sauerstoffs 
verursacht, so mufite umgekehrt vorheriges Siittigen der Fer- 
mentlésung mit Sauerstoff eine erhebliche Schwichung zur Folge 
haben. Dies konnte in der Weise erreicht werden, daB eine 
gewisse Zeit vor Beginn der Reaktion Sauerstoff durch die 
Fermentlésung geleitet wurde. Der Effekt ist deutlich und be- 
steht, wie zu erwarten, in einer erheblichen Abnahme der 
Reaktionsgeschwindigkeit in der vorbehandelten Fermentlésung.') 
Gleichzeitig zeigen die K-Werte dieses Versuchs eine viel bes- 





1) Dies steht natiirlich nicht mit der von Liebermann und 
Senter festgestellten Tatsache in Widerspruch, dafs sie beim Entfernen 
des Sauerstoffs aus der Fermentlésung keinen nachteiligen Effekt beob- 
achteten (vgl. Diese Zeitschrift, Bd. 51, S. 699 [1905)). 
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sere Konstanz als im Parallelversuch, bei dem kein Durchleiten 
von Sauerstoff erfolgt war (vgl. Tab. 13). Es soll nicht unerwaéhnt 
bleiben, dafi nach der Auffassung Senters gerade das Gegen- 
teil hatte erwartet werden kénnen. Denn vorherige Sattigung 
mit Sauerstoff muBte bei Beginn der Reaktion alsbald zu einer leb- 
hafteren Gasentwickelung fiihren, als im vorher nicht behandelten 
Reaktionsgemisch: die Gasentwickelung an sich ist offenbar 


Tabelle 13. EinfluB des Einleitens von Sauerstoff. 


Puppenextrakt von Deilephila euphorbiae. H,O,-Konz. ‘/sooen. 0°. 
































suchs an wird O durchgeleitet 
I. i. 
1’ 11,80 | id 13,31 
421 241 
3’ 9,72 M 3! 11,91 
351 219 
6/ 7,63 6/ 10,24 
239 191 
16/ 4,40 16/ 6,59 
137 194 
26/ 3,21 26/ 4,22 
Il. If. 
42’) 1’ 13,23 87’) 1° 12,95 
me | 11 8.88 - ya | 9 8 ‘ -~ 
; 9 é 5! / ; 
we 21’ 5.72 we a7’) 21’ a = 
vale | 1 © | 4a 
(82°) 41° 2,97 | (77') 41° 2,65 
lll. geschiittelt und evakuiert Ill. geschiittelt und evakuiert 
126’) 1’ 18,30 86’) 2! 15,75 
ai 5 15,40 wel Hen 6/ rs a“ 
( ) o 0; 313 ( ) 60 288 
(135’) 10’ 10,74 367 (95‘) 11° 8,79 397 
f 4 
143’) 18’ 5,46 102’) 18’ 5,19 
rl 366 soul we | gg 
(151’) 26’ | 2,78 | (112’) 28/ 2,50 














ohne irgend welche Bedeutung fiir den Reaktionsverlauf. DaB die 
Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit wirklich durch die Sauer- 
stoffadsorption verursacht, also eine reversible war, konnte leicht 
gezeigt werden, indem man das Reaktionsgemisch wahrend der 
Reaktion im Vakuum schittelte. Zugleich begannen die Kon- 
stanten zuerst schnell, dann langsam zu steigen auf Werte, die 
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nicht wesentlich von den Anfangswerten der unter normalen Be- 
dingungen eingeleiteten Reaktion abwichen. Das schon sehr 
geschwiachte Ferment hatte also durch diese Behandlung seine 
anfingliche Aktivitét zuriickerhalten. 

Es schien unter diesen Umstanden wichtig, zu entscheiden, 
ob das Ferment auch durch Einleiten anderer Gase geschwicht 
wird. Wie der Versuch zeigt, scheint Stickstoff einen ahnlichen 
Effekt zu haben wie Sauerstoff, wenn auch schwicher. Auch 
dieser Befund scheint uns fiir die Richtigkeit unserer Annahmen 
zu sprechen. Es war unwahrscheinlich, daB ein vorhandenes 
Adsorptionsvermégen ausschlieflich auf wenig bestimmte Stoffe 
von Einflu8 sein wiirde. Anderseits ist dadurch, da8& auch ein 
so indifferentes Gas wie Stickstoff eine schwiaichende Wirkung 
auf die Fermentaktivitét ausiibt, wiederum gezeigt, daB diese 
nicht mit einem Oxydationsvorgang in Zusammenhang stehen 
kann (vgl. Tab. 14). 


Tabelle 14. EinfluB geléster Gase. 


Blutferment. H,O,-Konz. ‘/aoo-n. 0°. 
EEE 





1. CO,-haltig 2. CO,-haltig 3. Stickstoff 4. Sauerstoff 
nach 5 Std. Stehen}| 4 Std. durch- | 3 Std. 30 Min. 
sofort untersucht untersucht geleitet durchgeleitet 
1’ | 14,99 1’ | 16,83 1’ | 16,78 1‘| 17,17 
| 543 440 | 354 277 
4’ | 10,30 4/ 112,42] 4’ | 13,12 4’| 14,18 
7 474 350 _| 810 294 
9 | 5,97 9 | 830] —- 9 | 9,18 | 9’| 10,12 | ~ 
420 _ | 350 283 _ | 276 
18’ | 2,39 14’ | 5,55 19 | 4,79| 19’| 5,35 
































Mit Riicksicht auf das Gesagte erscheinen nun auch die 
friiher beschriebenen Verdiinnungsversuche in einem anderen 
Lichte. Die Verdiinnung der Fermentlésung geschah immer mit 
kohlensaéurehaltigem Wasser, und es war gezeigt worden, dab 
kohlenséurefreies Wasser keine solche Wirkung hervorruft. 
Auch hier kann man eine Adsorptionswirkung durch den Kohlen- 
siuregehalt annehmen. Natiirlich aber darf nicht auBer acht 
gelassen werden, dafi bei den Versuchen mit einem siureliefern- 
den Gas auch die sich bildenden Wasserstoffionen verzégernd 
wirken werden. Doch diirfte wohl die ganz enorm starke 
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Schwichung, die eine Fermentlésung beim Durchleiten von 
Kohlensiiure wiihrend der Reaktion erfahrt (vgl. I. Mitteilung, 
S. 273), darauf zuriickzufiihren sein, dafi auch hier die 
Absorption des Gases neben der Aciditaét eine wesentliche 
Rolle spielt. 

Daf es sich schlieBlich hier wirklich um_ spezifische 
Eigenschaften der kolloiden Fermentlésungen handelt, wird 
noch besonders klar, wenn man vergleichende kinetische 
Messungen auf gasvolumetrischem Wege mit kolloiden und 
nichtkolloiden Losungen als Katalysatoren ausfiihrt. Wéahrend 
es bei der Jodionenkatalyse1) des Hydroperoxyds fiir die 
zu messende Reaktionsgeschwindigkeit durchaus ohne Be- 
deutung ist, ob das Reaktionsgemisch vor dem Versuch mit 
Sauerstoff gesattigt wird oder nicht, ist die Vorbehandlung 
des Reaktionsgemisches mit Sauerstoff bei der Ferment- 
katalyse von entscheidender Bedeutung, sowohl mit Riick- 
sicht auf die Reaktionsgeschwindigkeit als auf den Reaktions- 
verlauf. Bei mit Sauerstoff vorbehandelter Fermentlésung sinkt 
die Gesamtreaktionsgeschwindigkeit infolge einer partiellen In- 
aktivierung des Ferments durch den Sauerstoff, dafiir ver- 
schwindet aber der bei der nicht vorbehandelten Fermentlésung 
trotz intensiver Riihrung des Reaktionsgemischs auftretende 
Gang, weil der sich entwickelnde Sauerstoff jetzt entsprechend 
dem wirklichen Fortschritt der Reaktion ziemlich vollstandig ab- 
gegeben werden kann (vgl. Tab. 15a u.b). Besonders interessant 
und beweisend fiir die Richtigkeit unserer Auffassung erscheinen 
auch einige weitere gasvolumetrische Messungen am ruhenden 
Reaktionsgemisch. Wahlt man eine nicht zu hohe Ferment- 
konzentration und die Peroxydkonzentration derart, daf auch 
in der ruhenden Fliissigkeit eine schwache Gasentwicklung ein- 
setzt, so wird nach Beendigung der Reaktion durch Rihren 
simtlicher Sauerstoff ausgetrieben. Erhéht man nun ceteris 
paribus die Fermentkonzentration auf das Doppelte, so sollte 
man infolge der Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit eine 


') Die Jodionenkatalyse des Hydroperoxyds ist bekanntlich von 
Walton, einem Schiller G. Bredigs, eingehend untersucht worden 
(Zeitschr. f. physikal. Chem., Bd. 47 (1904), S. 185). 
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lebhaftere Gasentwicklung erwarten, aber es ist genau das 
Gegenteil der Fall. Die Gasentwicklung unterbleibt ganz. Die 
Erklarung ergibt sich, wenn nach Beendigung der Reaktion, 
der durch Riihren austreibbare Sauerstoff gemessen wird: Es 
gelingt jetzt nicht mehr, ihn vollsténdig aus der Lisung zu ent- 
fernen, da offenbar ein Teil zu stark von dem adsorbierenden 
Ferment festgehalten wird. Und diese stiirkere Adsorption be- 
dingt offenbar auch das Ausbleiben jeder spontanen Gasent- 
wicklung (vgl. Tab. 6). 

Tabellei5a. Gasvolumetrische Messung der Jodionenkatalyse 

und der Fermentkatalyse des H,0,. 


a) Jodionenkatalyse nach Walton. 




















Ohne Durchleiten von 0, Vor Beginn des \ ersuchs O, 30’ unter 
Riihren durch die Lésung geleitet 
Zeit 03 entw. K Zeit O, entw. K 
in ccm in ccm 
3/ 3,7 ri 4.6 
400 " 416 
7/ 9,4 5/ 13,9 
400 400 
11’ 14,9 8/ 22.6 
423 404 
15’ 20,7 11’ 31,1 
410 410 
20’ 27,0 sl 14’ 39,6 
417 s a 403 
25/ 33,3 17’ 47,4 
419 
30’ 39,3 
Mittel: 411 ') 














b) Fermentkatalyse. 
Vor Beginn des Versuchs O, 40/ unter 


Sone Enaneiaaten work Sh Rihren durch die Liésung geleitet 





5’ 0,5 1 0,9 
— 116 

14’ 2,2 ” 5 3,9 
87,6 i 130 

23/ 6,3 13’ 9,5 
" 147 128 

28/ 9,5 ; 18’ 12,9 
‘ 150 ‘ 129 

41’ 15,8 24/ 15,4 
hi 183 2 é 131 

53/ 20,2 186 45/ 22,5 

109’ 24,7 


1) Aus Waltons Angaben berechnet sich fiir dieselben Versuchs- 
bedingungen (vgl. Diese Zeitschrift, Bd. 47, S. 193) als Mittelwert fiir 


K: 410. 
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Tabelle 15b. Vergleich titrimetrisch verfolgter Reaktion (ruhende 
Fliissigkeit, keine Vorbehandlung mit Sauerstoff) mit derselben 
Reaktion gasvolumetrisch gemessen (mit O, vorbehandelt). 


‘/1oo-n-H,O,. 0°. 
comme nc LETT LT 





a) Titrimetrisch, ohne Vorbehandlung} b) Gasvolumetrisch, 40° mit O, 
mit Sauerstoff, ohne Riihrung unter Riihren vorbehandelt 
1/ 15,65 | | 1/ 1,4 
508 366 
3/ 12,39 mh 3/ 6,6 
455 336 
6/ 9,08 6/ 11,8 
407 381 
10/ 6,22 9° 16,1 
a 331 341 
15/ 4,25 13’ 20,3 
269 352 
21/ 2,93 18’ 24,1 

















Zusammenfassend lat sich jedenfalls aus dem Voran- 
gegangenen folgern, dai die Adsorptionsvorginge mit Erfolg 
zur Erklarung gewisser Eigentiimlichkeiten der fermentativen 
Hydroperoxydzersetzung herangezogen werden kénnen. Es fragt 
sich jedoch, ob alle Eigentiimlichkeiten dieser Reaktion eine aus- 
reichende Deutung durch die Betrachtungsweise finden kénnen. 

Nach den bisherigen Annahmen ware immer dann, wenn 
die Reaktion unter Schiitteln im Vakuum vorgenommen wiirde, 
ein aufsteigender Gang der K-Werte entsprechend der an- 
genommenen Hydroperoxydadsorption oder mindestens eine Kon- 
stante zu erwarten. Dies ist nun bei den Versuchen mit Raupen- 
ferment jedoch durchaus nicht der Fall. Allerdings wird durch 
die obige Versuchsanordnung die Reaktionsgeschwindigkeit ganz 
allgemein wesentlich erhdht und ebenso der absteigende Gang 
stark verringert, ein Verschwinden des Ganges ist jedoch 
nicht festzustellen. Es mu8 also entweder die Entfernung des 
sich entwickelnden Sauerstoffs ungeniigend sein oder es muf 
noch ein anderer Grund fiir den Gang vorliegen, sodaf dieser 
sich durch die blofen obigen MaBnahmen nicht beseitigen 1aB8t. 
Nun kann gesagt werden, da die erste Annahme mit Sicher- 
heit zutreffen wird. Schon die Unvollkommenheit der Versuchs- 
anordnung, die darin liegt, daf zur Titerentnahme stets das 
Vakuum aufgehoben und die Schiittelwirkung unterbrochen 
werden mu, spricht daft. Dazu kommt, da der sich ja in 
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unmittelbarer Nihe der Fermentteilchen entwickelnde Sauerstoft 
mit duBerster Leichtigkeit von diesen wird adsorbiert werden 
kénnen. Dies stimmt durchaus mit der Tatsache, die der eine 
von uns bei gasvolumetrischen Versuchen fand, iiberein, da’ 
die Gasitibersattigung in solchen Fermentlésungen viel héher 
getrieben werden kann, wenn man den Sauerstoff sich im Re- 
aktionsgemisch entwickeln laBt, als wenn man ihn in feinen 
Blaschen in die LOsung einleitet. Beriicksichtigt man ferner die 
Tatsache, daB bei Kérpern mit groBer Oberfliichenentwicklung 
das Adsorptionsgleichgewicht so zugunsten der dispersen Phase 
verschoben ist, dafi mit Hilfe einer solchen Anordnung die 
héchsten Vakua erzielt werden kénnen, so erscheint es um- 
gekehrt durchaus unwahrscheinlich, daf es durch einfaches 
Evakuieren des Reaktionsgemischs an der Wasserstrahlpumpe 
gelingen sollte, die Adsorption des Sauerstoffs an den Kolloid- 
teilchen vollstandig zu verhindern. Um diese Frage zu ent- 
scheiden, miiften Versuche mit einer wirksameren Versuchsan- 
ordnung ausgefiihrt werden. 


Tabelle 16. Einflu&8 der Fermentmenge auf die Sauerstoff- 
entwicklung. 


H,O0,-Konz. ca. ‘/100-n. O° = ca. 24 ccm Q,. 


























a) b) Parallelversuch 

Ruhende Fliissigkeit: In 60’ entwick. 1,8ccmO,| 100’ 1,9ccm O, 

Fer- /Darauf durch Rihren ausgetrieben 15,7 >» » 85 » » 
ment- |Unzersetzter H,O,, entsprechend . 7,3 >» » 114 >» » 
konz. t Summe. . . 24,8ccm0O, 21,8 ccm O, 
Also aller Sauerstoff ausgetrieben. Also fast aller Sauer- 

_stoff ausgetrieben. 

a) b) 

Ruhende Fliissigkeit: In80’entwickelt0,2ccemO,| 90’ 0,1 ccm O, 

Fer- Darauf durch Riihren ausgetrieben . 8,3 >» » 114 > » 
ment- |Unzersetzter H,O,, entsprechend. .0,0 >» » _O2 >» » 
konz. 2 Summe. . . 8,5ccmO, 11,7 ccm O, 
Also ca. 15,5 ccm O, in der Lésung zuriick-|Also ca. 12,3 ccm O, 

gehalten. in der Lésung 
zurickgehalten. 
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Daf auch bei Zimmertemperatur eine Sauerstoffadsorption 
stattfindet, lat sich leicht auf dieselbe Art feststellen, wie dies 
bei 0° geschehen ist. Fiihrt man die Reaktion im ruhenden 
Reaktionsgemisch aus und schiittelt dann dasselbe in einer 
spiiteren Phase der Reaktion eine Zeitlang kréftig durch, so 
erhilt man ebenso wie bei 0° eine Zunahme der Reaktions- 
geschwindigkeit, die ganz betrichtlich sein kann. Noch viel 
deutlicher wird dies, wenn man zur Entfernung des Sauerstoffs 
das Vakuum zu Hilfe nimmt (vgl. Tab. 12). 


6. EinfluB der Temperatur. 


Nach dem Vorangegangenen ist es uns daher auch nicht még- 
lich, uns der Senterschen Auffassung tiber den EinfluB der Tempe- 
raturerhOhung des Reaktionsgemisches auf die Reaktion vollig an- 
zuschliefen. Er halt einen normalen Temperaturkoeffizienten von 
1,5 pro 10° Temperaturdifferenz wenigstens fiir das Intervall von 
0Q—10° fiir erwiesen. Und diese Tatsache bildet die stirkste Stiitze 
seiner Diffusionstheorie. Denn in einer Diskussion mit Euler hat 
er sie als sicheren Beweis dafiir hingestellt, daB die gemessene 
Reaktionsgeschwindigkeit einer chemischen Reaktion nicht ent- 
sprechen kann. Stimmen wir auch hierin mit Senter voll- 
stiindig tiberein, so miissen wir es doch als nicht berechtigt 
erkliren, den Temperaturkoeffizienten der Reaktion auf einen 
bestimmten Wert festzulegen, der mit den Reaktionskoeffizienten 
von Vorgingen im makroheterogen System irgendwie in Par- 
allele zu setzen wire. Es lift sich in Wahrheit kein be- 
stimmter Wirkungsbetrag angeben, sondern der Temperatur- 
koeffizient schwankt (vgl. I. Mitteilung) im weiten MaBe nach oben 
und unten um den Wert 1,2 fiir das Temperaturintervall von 
10°, liegt jedoch fast in der grOSeren Zahl der Falle unter dem 
von Senter festgelegten Werte. 

Wir haben friiher Versuche bei 30° mitgeteilt und Senter 
hat die Ansicht ausgesprochen, daB sie unzuverlassig seien, weil 
bei so hohen Temperaturen Komplikationen eintreten k6nnten, 
die wir nicht beriicksichtigt hatten. Es ist deshalb bei unseren 
neuen Versuchen diese Reaktionstemperatur nicht mehr aus- 
schlieBlich in Betracht gezogen worden. Es laBt sich aber jeden- 
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falls beweisen, daf bis zur Reaktionstemperatur von 20° bei 
niedriger Peroxydkonzentration keine Erscheinungen eintreten, 
welche Senters Miftrauen rechtfertigen, Wenn man nimlich 
die Méglichkeit erdrtert, welche den kleinen Temperaturkoeffi- 
zienten der Reaktion veranlassen kénnten, so wird man diese 
zundchst in einer irgendwie verursachten raschen Zerstérung 
des Ferments bei héherer Temperatur zu suchen haben. Nun 
ist es ja hinreichend bekannt, daf das Ferment tatséchlich bei 
hoherer Temperatur allmihlich zerstért wird. Diese Zerstérungs- 
geschwindigkeit liegt jedoch weit unter derjenigen, welche er- 
forderlich ware, den niedrigen Temperaturkoeffizienten zu er- 
kliren. Man miifte also auch hier auf eine Mitwirkung des 
Peroxyds dabei zuriickkommen und annehmen, daf das Ferment 
momentan bei hoéherer Temperatur (20°) auf irgend eine Weise 
in Gegenwart des Peroxyds geschwiicht wiirde. Dagegen 
sprechen nun durchaus die nachstehend mitgeteilten Versuche, 
in denen die Temperatur stufenweise um immer 5° von 0°—20° 
erhoht wurde. Es wire zu erwarten gewesen, dai, wenn bei 
hoherer Temperatur die Zerst6rung merklicher in Betracht 
kame, der Temperaturkoeffizient der Reaktion, innerhalb eines 
tiefgelegenen Temperaturintervalls gemessen, bedeutend grifer 
ware, als etwa zwischen 15° und 20°. Davon ist jedoch durch- 


Tabelle 17. Einflu8 der Temperatur. 




































































H,0,- Temperatur 
Kon- - 
zentr. 0° 5° 10° 15° 20° 30° 
113,55) | 114,45) | 4/1404 | 1 13,55, | 1° (13,45) | 113,00 
425) _ | 427] | 460 517 521) | _ |i 
3/11,14| | 3/11,87 311,36),_ | 310,68) | 3’ |10,58)_ | | 3") 9,95 
; 332 374 _ | 376 405 1527] | |’ 155 
/so0-n | 8/) 7,60 8/| 7,72 8 7,37/ | 84 6,70). 8 | 5,77 8/| 5,23 
336] | |’ 1362 395 520 480} 1521 
14 4,78)" |13/ 5,09 |14/) 4,27), [124 4,15) 12’ | 3,71) 113) 2,87 
295 347 381 446 469 | 
20'| 3,18} |20/| 2,91) f214 2,31) 418] 2,24) | 18 | 1,94) | | 
1//20,35| 119,76 1/30119,32| _ 
349 405 458 
317,33), 316,40). 3 16,53) 
‘/so-n | g/ 12,38), — 811,25), — 8 1042), | 
14‘| 854) 14/1 7,30). 14° | 636. 
231 316 | 321 
20'| 6,21) 29'| 4,08) 20’ | 4,08 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIX. 34 
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aus nichts zu bemerken. Vielmehr steigen die Anfangs-K- Werte 
von 5° zu 5° ziemlich regelmafig um den ungefahr gleichen ge- 
ringen Betrag, und gleichzeitig tritt die friiher schon geschilderte 
Verbesserung der Konstanz der K-Werte in deutlicher Weise her- 
vor. Und was besonders bemerkenswert ist, fast genau die 
gleichen Verhaltnisse gelten fiir eine bedeutend héhere Hydroper- 
oxydkonzentration im Reaktionsgemisch. Allerdings liegen die An- 
fangs-K-Werte hier wiederum (vgl. Tab. 3) wesentlich tiefer als 
bei den 4/400-n-Versuchen. Aber dies ist nach der Adsorptions- 
theorie durchaus verstandlich. Denn vergleicht man die Anfangs- 
K-Werte fiir beide Reaktionsarten, die gleichen Zeitintervallen 
entsprechen, so ist es klar, daB bei der fiinffach héheren Per- 
oxydkonzentration im Reaktionsgemisch ungefahr die fiinffach 
grofere Menge Sauerstoff in Freiheit gesetzt wird, die natiirlich 
eine entsprechend starkere Wirkung auf das Ferment entfalten 
mu. Wir bestitigen also damit den Senterschen Befund, daf bei 
hoherer Peroxydkonzentration die Konstanten etwas niedriger 
liegen, halten diese Tatsache jedoch verursacht durch eine gestei- 
gerte Adsorption des gelésten Sauerstoffes, nicht, wie Senter 
glaubt, durch die Wirkung der Sauerstoffblaischen (vgl. Tab. 17). 
Da8 keine sehr schnelle Schwichung des Ferments durch 
die Wirkung des Peroxyds bei hoherer Temperatur eintritt, 
wenn dessen Konzentration nur niedrig gehalten wird, geht 
iibrigens ferner daraus hervor, daf, wenn man die Reaktion nur 
kurze Zeit bei héherer Temperatur verfolgt, um dann das Re- 
aktionsgemisch auf 0° zu bringen, die bei dieser Temperatur 
gefundenen K-Werte nun keineswegs tiefer liegen als diejenigen, 
welche nach der gleichen Zeit erhalten wurden, wenn der Ver- 
such von Anfang bei 0° ausgefiihrt wurde (vgl. Tab. 18). 
Etwas anders scheinen die Verhiltnisse zu liegen bei 
gleichzeitiger Erhdhung der Peroxydkonzentration. Vergleicht 
man die Versuche mit !/s0-n-L6sungen mit denen bei !/400-n- 
Peroxyd, so fallt es auf, daf die Verbesserung der Konstanz 
bei héherer Temperatur nicht mehr zu beobachten ist, sondern 
der Gang hier unverandert bleibt (vgl. Tab. 3). Dies ware nun 
allerdings schon einigermafen durch die gesteigerte Sauerstoff- 
entwicklung bei héheren Peroxydkonzentrationen zu erklaren, 
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Tabelle 18. Einflu&8 der Temperatur. 


Blutferment, H,O, 1/«oo-n. 
i” 




































































0° 0° 20° 0° 
| ’ j } | 
1/14,87/ | 1° 2297] | 191.97 I 
pang “1234 405 
3/ 11,95) 4’ |18,95) | 317,65 1’ | 22,95 | 
‘437 /207 392 174 
8/| 7,23) 9 (14,93, ‘| 910,97" 1 18° | 11,68 | 
__ |a94 208] | (3395 
16’ 3,501. 22/ 8,011 16‘ 5,80)... II. nicht entnommen 
a fs 1919) | O4e 
Normal: to4/| 4,89} 33° B14 29’ 3.60" (III. > ; 
| oO } 
versuche | 48’ | 3,01 IV. 
| | 1’ | 22,30 
| 111 
| 6’ | 19,62 
| / 116 
| 21° | 13.15 
| : "| 108 
7 an 7 fj = Saas 51’ | 7 6,25 — mel 
10° 0° 20 20° 
114,22 1 3’ ~—-20,141__| 122.00) I. 
| 1594 ”loggl © |“ |37¢ 
310,83. | 6 (17,15) | 318,48) 1 | 22,10 | 
BBA | 1366 | 420 
6'| 7,40) 20 516) 7/1319 6 | 13,62 | 
Versuche] = go [556 | 7/30” 14,35), ] 0% 314] IL nicht entnommen 
. | | 
mit Tem-| g, 5,04)... |10’30“/10,93), f10")10,62,, ull.» ‘ 
peratur- | 4, 346 15°30") 7,13") [14 8,78) IV. 
I: 185 
wechsel 59, 9 95, 0° | 413}19'| 7,10 1 | 2283 |, 
| 10°30” £43| | 20° 391 7 | 1680 | 
26/ 30” 3,36 16 21'| 5,93. 0° 157 
1) Tj : 35 
_) Die Versache sindisg/30”| 2,40; [25| 4,29| | 10’ | 15,07 | 
mit doppelter Ferment- | 34) 9 @5\°? oy | 1958 | 79,1 
konzentration angestellt. | og mo v 2,56 77.0 
| | | 40°} 881 











die eben von Anfang an zu reichlich ist, um einen merkbaren 
Einflu8 der Temperaturerhohung beobachtbar zu machen. Jedoch 
sprechen die mitgeteilten Versuche mit Temperaturwechsel dafiir, 
dafi bei héherer Untersuchungstemperatur allmihlich auch eine 
direkte zerstdrende Wirkung auf das Ferment ausgeiibt wird, 
die nichts mit den reversiblen Adsorptionswirkungen zu tun 
hat. La®t man namlich das Ferment langere Zeit bei 20° auf 
das Peroxyd einwirken und verfolgt die Reaktion darauf bei 
0° weiter, so ergibt sich, daf die jetzt gefundenen K-Werte 
verglichen mit denen einer Reaktion, die ebenso lange Zeit nur 
f 34 
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bei 0° vor sich gegangen ist, erheblich tiefer liegen (vgl. Tab. 18). 
Ob dieser Erscheinung ein Oxydationsvorgang zugrunde liegt, 
laBt sich nicht beweisen, jedoch lift sich die allmiéhliche 
Schwiichung des Ferments wihrend der Reaktion, welche sich 
unter diesen Bedingungen tiber die Adsorptionsvorgange zu 
lagern scheint, wohl so erkliren. 


7. EinfluB der Fermentkonzentration, 


Senter hat seine «Konvektionstheorie» noch auf andere 
Weise, wie anfangs erwaéhnt wurde, zu stiitzen gesucht. In 
seiner ersten Arbeit beschreibt er einige Versuche iiber den Ein- 
fluf8 der Fermentkonzentration auf die Reaktionsgeschwindigkeit, 
die ihn zu der Annahme fiihren, dafi die Reaktionsgeschwindig- 
keit bei hherer Fermentkonzentration und Peroxydkonzentration 
rascher als proportional der Fermentkonzentration anwachse. 
Er zieht daraus den SchluB, daB hier aihnliche Verhiéltnisse vor- 
liegen, wie bei der von Bredig und seinen Mitarbeitern unter- 
suchten Platinkatalyse, bei der allerdings ein mit wachsender 
Fermentkonzentration sehr erhebliches Ansteigen der Reaktions- 
geschwindigkeit tiber das Verhialtnis der Proportionalitaét hinaus 
beobachtet wurde. Die Erklirung fiir diese Tatsache ist nach 
Senter in zwei Erscheinungen gegeben, die fiir die Katalase 
ebenso wie fiir die Platinkatalyse in Betracht kommen sollen, 
nimlich einmal in der bei hohen Fermentkonzentrationen ceteris 
paribus stiirkeren Sauerstoffentwicklung, die wiederum eine 
kraftige Durchriihrung, mithin Abkiirzung des Diffusionsweges 
bedingen soll; zweitens in einer Zunahme des Riihreffekts 
durch die Brownschen Bewegungen der Kolloidteilchen. Die 
letztere Annahme entspricht der von Bredig und seinen Mit- 
arbeitern zur Erklirung des Verhaltens der Platinkatalyse ge- 
machten. Sie ist auch hier durchaus plausibel. Denn unter 
bestimmten Annahmen iiber die Beziehungen zwischen Reaktions- 
geschwindigkeit, Riihrgeschwindigkeit und Platingehalt kann man 
die zu erwartenden K-Werte aus dem Platingehalt des Reaktions- 
gemisches berechnen und findet dann relativ sehr gute Uber- 
einstimmung zwischen berechneten und experimentell gefundenen 
Werten (vgl. hieriiber Freundlich, Kapillarchemie, S. 328). 
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Was nun die Ubertragung dieser Auffassung auf die fer- 
mentative Hydroperoxydzersetzung anlangt, so ist mit Bezug 
auf den Einflu8 der Riihrung durch die Sauerstoffblischen sicher- 
lich richtig, dafi diese bei héherer Konzentration von Ferment 
und Peroxyd in stiirkerem Mafe in Betracht kommt. Dies zeigt 
schon der Augenschein, wenn man die Gasentwicklung des 
ruhenden Reaktionsgemisches ceteris paribus einmal bei niederer, 
das andere Mal bei einer hdheren Ferment- oder Peroxydkon- 
zentration betrachtet. 

Man konnte allerdings, wenn man sich die Anschauungs- 
weise von Senter zu eigen macht, einwenden, dab die mit wachsen- 
der Fermentkonzentration gesteigerte Sauerstoffblaschenbildung 
ja anderseits auch die Diffusionsoberflaiche verkleinern und da- 
durch die Reaktionsgeschwindigkeit im entsprechenden Mabe 
ungiinstig beeinflussen miisse. Dagegen ist aber zu sagen, daf 
ja tiber den Betrag der beiden Wirkungen sich nichts voraus- 
sagen lift und daher auch die Resultate der beiden entgegen- 
gesetzten Einfliisse nicht von vornherein zu bestimmen ist, dab 
aber vor allem ja fiir die storende Wirkung das Verhiltnis von 
Kolloidteilchenzahl zu Sauerstoffbliischenzahl in Betracht kommen 
wird, und daf dies ja tatsachlich bei einer Fermentgehaltser- 
héhung keine Anderung erfahren wird. Die auf S. 483 be- 
schriebenen Versuche sprechen jedoch gegen eine solche Wir- 
kung. Denn anstatt die spontane Gasentwicklung zu erhdhen, 
vermindert die Erhéhung der Fermentkonzentration diese bis 
zum volligen Riickstand. Wie liegen nun die Verhiltnisse mit 
Riicksicht auf die Annahme, dafi die Brownschen Bewegungen 
hier wesentlich ins Gewicht fallen sollen? Zwischen dem Platinsol 
und der Katalase besteht der wesentliche Unterschied, dab 
ersteres ein Suspensionskolloid, und ietzteres ein sogenanntes 
hydrophiles Kolloid darstellt und dafi die Brownschen Be- 
wegungen der ersteren zwar (vel. hiertiber vor allem die An- 
gaben bei Svedberg iiber das Platinsol, Zeitschr. fiir Elektr. 
Chemie, Bd. 12, S. 883 [1906]), nicht aber diejenigen der hydro- 
philen Kolloide geniigend bekannt sind. So sagt Freundlich 
in seinem Lehrbuch «<eingehende Untersuchungen der Brown- 
schen Bewegung bei Emulsionskolloiden liegen nicht vor» und 
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fiigt hinzu, daB in denjenigen Fallen, wo die gesonderten Teilchen 
eines Emulsionskolloids im Ultramikroskop wahrnehmbar sind, 
ihre Bewegungen zweifellos trager sind, als diejenigen der Sus- 
pensionskolloide. Wir haben bei Betrachtung unserer Ferment- 
l6sungen im Ultramikroskop Submikronen beobachten kénnen, 
die deutliche, wenn auch schwache Bewegungen ausfiihrten. 
Es ist jedoch natiirlich schwer zu sagen, ob die beobachteten 
Teilchen wirklich mit den Fermentteilchen identisch sind und 
nicht von den stets anwesenden, nicht ausschlieBbaren Ver- 
unreinigungen mit anderen Kolloiden herriihren. Es lieBen sich 
da wohl nur aus einer grofen Anzahl vergleichender Versuche 
Schliisse ziehen, wie ja tiberhaupt eine sorgfaltige ultramikrosko- 
pische Untersuchung der Fermentl6sungen noch manche Auf- 
klarung tiber ihre Eigenschaften zu geben verspricht. 

Ist danach also auch das Vorhandensein Brownscher 
Bewegungen bei den Fermentteilchen méglich, so gewinnt doch 
die Annahme, dafi sie eine wesentliche Rolle in dem Sinne 
spielen sollten, daB sie bei irgend einer von auBen bewirkten 
Verinderung ihrer Intensitét den Diffusionsweg abkiirzen und 
damit die Reaktionsgeschwindigkeit erhdhen sollten, nicht an 
Wahrscheinlichheit, wenn man die Wirkung der Temperatur auf 
die Reaktionsgeschwindigkeit beriicksichtigt. Denn es ist nicht 
einzusehen, weshalb nicht auch die im iibrigen mit Sicherheit 
festgestellte Beschleunigung der Brownschen Bewegungen’) 
durch Temperaturerhohung ebenfalls auf die wesentliche Durch- 
riihrung des Reaktionsgemisches wirken und dadurch eine merk- 
liche Beschleunigung der Reaktion mit wachsender Temperatur 
hervorrufen sollte. Es ist ja aber eben dargelegt worden, dab 
der TemperatureinfluB zweifellos bei den Katalasereaktionen 
viel geringer ist als bei der Platinkatalyse. 

Es fragt sich nun zunichst einmal, ob iiberhaupt die 
Voraussetzungen fiir die Annahme Senters als zutreffend be- 
zeichnet werden konnen, d.h. ob es die Regel ist, daB bei 
hoherer Fermentkonzentration die Tendenz vorhanden ist, dab 


‘) Nach Exner steigt bei Suspensionskolloiden zwischen 20 und 70° 
das Quadrat der Geschwindigkeit der Brownschen Bewegung geradlinig 
mit der Temperatur. 
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die Reaktionsgeschwindigkeit schneller als proportional der 
Fermentkonzentration wichst. 

Schon aus friiheren Versuchen konnten wir eine solche 
Folgerung nicht ziehen. Zwar lat sich in den meisten Fallen 
eine vollige Proportionalitiét zwischen Fermentkonzentration und 
Reaktionsgeschwindigkeit nicht feststellen. Doch lagen die Ab- 
weichungen schon bei unseren friiheren Versuchen gerade in 
entgegengesetzter Richtung, als Senter vermutet, d. h. bei hoher 
Fermentkonzentration nahmen die Geschwindigkeiten meist et- 
was langsamer zu als proportional der Fermentkonzentration. 

Wir haben nun diese Versuche noch einmal in einem 
moglichst grofien Konzentrationsintervall wiederholt, indem wir 
die K-Werte Senters nach oben und unten iiberschritten und 
auch die Versuchsbedingungen beziiglich der Hydroperoxydkon- 
zentration und der Reaktionstemperatur variierten. Die Ergeb- 
nisse finden sich in der folgenden Tabelle verzeichnet (Tab. 19). 
Von einem schnelleren Anwachsen der K-Werte als propor- 
tional der Fermentkonzentration ist nichts festzustellen, obgleich 
die Fermentkonzentration in manchen Fiillen um das Vierzig- 
fache, in anderen wenigstens um den 24 fachen Betrag variierte. 
Am besten ist Proportionalitét bei 20° in */,,, n-Lésungen ge- 
wahrt. In den anderen Fallen bei tieferen Temperaturen und 
bei demselben bzw. héheren Peroxydgehalt treten Abweichungen 
in dem Sinne ein, daf® gerade eine Verlangsamung der Reak- 
tion bei hdherer Fermentkonzentration gefolgert werden muf, 
wenigstens wenn man die Anfangswerte der Reaktionen mit- 
einander vergleicht. Es wiirde jedoch ungerechtfertigt erscheinen, 
aus dieser Tatsache irgend welche andere Folgerungen zu ziehen, 
als die, dafi wiederum hier die Adsorptionsvorginge storend ins 
Gewicht fallen. Denn wenn man den Reaktionsverlauf in dem 
einen und anderen Fall vergleicht, so ist deutlich, daB in dem 
Versuch mit geringerer Fermentkonzentration infolge der in der 
Zeiteinheit geringeren Sauerstoffentwicklung die Adsorption erst 
nach und nach zur Wirkung kommt, wiahrend bei hoher Fer- 
mentkonzentration die gréBere Konstanz der K-Werte zeigt, daB 
schon die ersten K-Werte wesentlich durch die Sauerstoffad- 
sorption beeintrichtigt sind. Vergleicht man die Konstanten, 
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Tabelle 19. LEinflu®B der Fermentkonzentration. 
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die innerhalb gleicher Phasen der Reaktion gefunden sind, so 
niihern wir uns sehr merklich einem wirklichen Proportionali- 
tiitsverhiiltnis, ja dasselbe wird sogar in Ubereinstimmung mit 
dem Senterschen Befunde nicht selten im entgegengesetzten 
Sinne tiberschritten. Doch diirften auch diese Werte nicht ganz 
kommensurabel sein, da natiirlich auch die Zeit der Kinwirkung 
des gelésten Sauerstoffs auf den Grad der Adsorption von ge- 
wissem Einfluf sein wird, d. d. der langsamer sich entwickelnde 
Sauerstoff vollstiindiger von dem Ferment aufgenommen werden 
wird, als der sich rasch entwickelnde in den hoch konzen- 
trierten Losungen, bei denen ein grofer Teil desselben gas- 
formig entweichen wird. Es ist von diesem Standpunkt aus 
auch durechaus begreiflich, daf bei der Temperatur von 20°, 
bei der die Adsorptionswirkung ja zuriicktritt, die bessere 
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Proportionalitéit auch bei einem Vergleich der Anfangs-K-Werte 
zur Beobachtung kommt. 

Durch diese Sachlage entfallt natiirlich auch hier die 
Notwendigkeit, zur Erklirung eine besondere Riihrwirkung der 
Sauerstoffbliischen anzunehmen. Modglich ist sie trotz alledem. 
Man wiirde dann eben zu schliefen haben, daB sie durch die 
geschilderte Adsorptionswirkung tiberkompensiert wird. Und aéhn- 
liches ist auch mit Bezug auf die Bedeutung der Brownschen 
Bewegungen zu sagen. Wir schlieBen uns durchaus dem Satze 
Senters an: «Die Partikelchen (des Ferments) selbst befinden 
sich in Brownscher Bewegung. Sie bewegen sich bestindig 
in neue Flissigkeitsteilchen hinein und bewirken dadurch, dah 
auBerhalb der adhiirierenden Schicht, durch welche die Diffusion 
stattfindet, eine konstante Konzentration gewahrt wird.» Je- 
doch erscheint es nicht erforderlich, einen Einflu8 der Ande- 
rung der Brownschen Molekularbewegungen auf den Reaktions- 
verlauf bei Konzentrationsinderungen der Fermentlésung ftr 
die Katalase anzunehmen. 

Um die Frage auf direktem Wege zu entscheiden, fehlt 
es an einer geeigneten Methode. Es liegt nahe, durch bestimmte 
Anderung der Ziihigkeit der Reaktionsfliissigkeit, die nach Sved- 
berg (vgl. Zeitschr. Elektrochem. Bd. XII, S. 853 u. 909 [1906}) 
die Brownschen Bewegungen der Kolloidteilchen in bestimmbarer 
Weise modifiziert, und Untersuchung der Reaktionsgeschwin- 
digkeit in solchen verinderten Lésungen den EinfluB der 
Brownschen Bewegung zu verfolgen. Ersteres lift sich leicht 
durch Glycerinzusiitze bewerkstelligen, das ein ausgezeichnetes 
Lésungsmittel fiir Katalase darstellt. Jedoch ist die Wirkung 
einer Zihigkeitsiinderung des Reaktionsgemisches auf die Re- 
aktionsgeschwindigkeit eines chemischen Vorgangs eine zu 
komplexe Erscheinung, um die gewtinschte Aufklaérung zu bringen. 

Zuniichst wird eine Anderung der Zahigkeit nimlich die 
Diffusion, auf die es ja hier hauptsichlich ankommt, entscheidend 
beeinflussen. Wenn wir also mit einer etwas modifizierten Ver- 
suchstechnik!) fanden, daB die in wisseriger Losung mit einer 





1) An Stelle des Permanganats muf mit Jodkali und Thiosulfat titriert 
werden, was bei Gegenwart von Glycerin mdglich ist, wenn man sehr stark 
ansiuert (vgl. Bach, Ber. d. deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. 38 (1905), 5.1882). 
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bestimmten Fermentkonzentration gefundenen K-Wert 557 in 
4°/oiger Glycerinlésung auf ca. 400, in 8°/oiger auf ca. 200, 
in 16°/oiger auf 70 sank, ohne daB der in der wasserigen L6- 
sung ziemlich genau nach der ersten Ordnung erfolgende Re- 
aktionsverlauf sich dnderte, so scheint, zumal sich diese Ge- 
schwindigkeitsabnahme als umkehrbar herausstellte, damit nur 
ein Beweis fiir die Richtigkeit der Diffusionstheorie erbracht 
zu sein, wahrend anderseits aus der von uns festgestellten 
Tatsache, dab bis zu den angefiihrten Glycerinkonzentrationen 
der Reaktionsverlauf unveriindert bleibt, nur gefolgert werden 
konnte, daf die Brownschen Bewegungen immerhin noch aus- 
reichten, um eine Verarmung an Peroxyd an der Diffusions- 
Oberfliche zu verhindern. 


8. EinfluB von Sdure und Alkali. 


Es bliebe nun nur noch zu er6értern, wie diejenigen Er- 
fahrungen mit der Adsorptionstheorie in Einklang stehen, welche 
bei der Anderung des Hydroxyl- und Wasserstoffionengleich- 
gewichts im Reaktionsgemisch gemacht worden sind. Es ist 
schon er6értert worden, daf allgemein der Kohlensauregehalt 
des destillierten Wassers verzégernd auf die Reaktion wirkt, 
und daf deshalb beim Ubergang von kohlensiurehaltigem zu 
kohlensiurefreiem Wasser im Reaktionsgemisch stets eine 
Geschwindigkeitszunahme beobachtet wurde (vgl. Mitt. I u. ID). 
Es ergab sich aber, daB man noch eine weitere Reaktions- 
beschleunigung erzielen kann, wenn man tiber den Neutralitats- 
punkt des Wassers hinausgeht und etwa einen Hydroxylionen- 
gehalt hervorruft, der dem Farbenumschlag des Phenolphthaleins 
entspricht. H6éherer Alkaligehalt verlangsamt dann wieder die 
Reaktion. Fir das Platinsol ist ahnliches gefunden worden, 
nur dafs hier das Optimum der Reaktionsgeschwindigkeit noch 
weiter zugunsten der Hydroxylionenkonzentration verschoben 
ist. Eine Erklirung hierfiir kann durch die zerteilende Wirkung 
der Hydroxylionen auf Suspensionen gegeben werden, wodurch 
die wirksame Oberflaéche vergréfert wird (vgl. Freundlich, 
Kapillarchemie, S. 384), jedoch gleichzeitig die Bestindigkeit des 
Kolloids abnimmt. Diese Erklérung la8t sich auch durchaus auf 
die Fermentreaktion tibertragen, nur mit dem Unterschied, da8 
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offenbar hier die letztere Wirkung schneller in den Vordergrund 
tritt. Jedoch ist es nicht méglich, hierdurch alle Erscheinungen 
zu erkliren, die mit einer Zunahme des Hydroxylionengehaltes 
verbunden sind, da nicht nur die Reaktionsgeschwindigkeit 
im allgemeinen, sondern auch der Reaktionsverlauf hierdurch 
veriindert wird. Dies ist, wie schon in unserer friiheren Mit- 
teilung hervorgehoben wurde, in besonders starkem Mafe beim 
Raupenferment der Fall. Hier ist neben der Reaktionszunahme 
eine ganz deutliche Verlangsamung des bei 0° beobachteten 
starken Abfalls der K-Werte festzustellen. Dies hat zur Folge, 
daB bei einem «Dauerversuch» sich die Abnahme der K-Werte 
iiber eine viel grdfere Zeit erstreckt, um dann schlieflich mit 
einer hoheren Einstellung der Werte zu enden. (Vgl. Tab. 20.) 


Tabelle 20. Einflu8 der Neutralisation auf den Reaktions- 
verlauf bei Puppenextrakten. 
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Freundlich hat die stark ansteigenden K-Werte bei der Platin- 
katalyse in alkalischen Loésungen durch eine Zunahme der 
Hydroxylionen wihrend der Reaktion erklart, die durch den 
Verbrauch des einen Teil der Hydroxylionen bindenden Per- 
oxyds zustande kime. Das kann aber fir die Fermentkatalyse 
nicht zutreffen. Denn wir haben wihrend des Ablaufs der 
Reaktion nie eine Farbvertiefung des Indikators entsprechend 
einem Anwachsen der Hydroxylionenkonzentration beobachten 
kénnen. Im Gegenteil, es verschwinden hiufig Hydroxylionen 
wihrend der Reaktion, was dadurch angezeigt wird, daf die 
urspriinglich durch den Indikator veranlafte, mehr oder weniger 
starke Rosafiirbung verschwindet (vgl. Tab. 20). Ferner ware, 
wenn die Freundlichsche Erklirung auch fiir die Katalase 
zutriife, zu erwarten, da® die Anderung des Reaktionsverlaufs 
unabhingig von der Fermentnatur wire. Dies ist jedoch nicht 
der Fall, denn die Hiimaselosungen zeigen keine deutliche Ver- 
besserung der Konstanz der K-Werte in schwach alkalischen 
Losungen. 

Wie aber liegen die Verhiltnisse, wenn wir auch hier 
die Adsorptionserscheinungen beriicksichtigen? Wie bekannt, 
bedingen sowohl Alkalien wie Siiuren tiefgreifende Anderungen 
des Zustandes von Eiweifsolen, was in der Anderung des kata- 
phoretischen Wanderungssinnes, in der Beeinflussung der Aus- 
salzbarkeit und der Hitzegerinnung deutlich hervortritt. Alle 
diese Eigenschaften aber stehen mit dem Adsorptionsvermégen 
der Sole in engem Zusammenhang. Und wenn wir die Auf- 
fassung aufrecht erhalten, daf das Adsorptionsvermégen des 
Ferments die Kinetik der fermentativen Hydroperoxydzersetzung 
entscheidend beeinflusse, so miissen Verinderungen im Alka- 
lititsgrade des Reaktionsgemisches hierauf ebenso einwirken 
wie auf die anderen genannten Eigenschaften der Eiweifsole, 
zu denen wir die Katalase rechnen kénnen. Als eine Folge 
dieses Zusammenhangs gilt, daf ein Stoff, der in alkalischer 
Lésung einen anderen stark adsorbiert, in saurer Lésung diese 
Kigenschaft ganz verlieren kann.!) Wir brauchen also nur an- 


') Vgl. hieriiber die interessanten Ausfiihrungen von Bayliss, l.c., 
S. 17 u. 20ff. 
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zunehmen, dai die Peroxydadsorption durch die Kolloidteilchen 
des Ferments je nach dem Uberschuf an Hydroxyl- oder Wasser- 
stoffionen geférdert bezw. verringert wird, um eine Erklirung 
fiir die Reaktionsbeschleunigung bezw. Reaktionsverzégerung 
zu erhalten. Diese Auffassung deckt sich auch durchaus mit 
der Reversibilitit der Siiure- und Alkaliwirkung. Wenn wir 
aber annehmen, daf} das Absorbens sich in merklicher Weise 
iindert, so ist es ohne weiteres verstiindlich, dafi nicht nur die 
Reaktionsgeschwindigkeit, sondern im allgemeinen auch der 
Reaktionsverlauf durch diese Anderung modifiziert werden kann, 
da in der Gleichung 


nicht nur a, sondern auch die den Reaktionsverlauf bestimmende 


" 1 " 
Groke = veriindert sein kann. 


Natiirlich kann auch die von Freundlich gegebene Er- 
klarung der Aktivititszunahme durch Vergréfierung des Zer- 
teilungsgrades in Betracht kommen,!) eine Erscheinung, der 
dann zur Erklirung der Sadurewirkung ein Zusammentreten der 
Teilchen zu gréSeren Komplexen entsprechen wiirde. Und in 
der Tat ist von uns haufig eine Triibung des Reaktionsgemisches 
bei Séiurezusatz zu der vorher klaren Lésung beobachtet worden. 
Jedoch scheint es geboten, gerade solchen Erscheinungen nicht 
zuviel Gewicht beizulegen, denn die hiufig in den konzentrierten 
Fermentlésungen eintretenden spontanen, und durch Verdiinnung 
veranlaften Triibungen lassen, wie friiher dargelegt, auf den 
Reaktionsverlauf und die Aktivitiit des Ferments keinen Einflub 
erkennen, hiingen also offenbar nicht mit einer Verinderung 
der aktiven Substanz selbst zusammen. 

Endlich ist natiirlich, wenn man die Eiweifnatur der 
Katalase postuliert, die jedoch ja noch keineswegs sichergestellt 
ist, mit Riicksicht auf die Wirkung von Siiure und Alkali an 





') Vgl. hieriiber auch Bredig, Diese Zeitschrift, Bd. 31, S. 306 (1899) 
und H. J. S. Sand, Diese Zeitschrift, Bd. 51, S. 642 ff. (1905). 
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die amphotere Natur dieser Stoffe zu denken.') Stellen wir 
uns vor, daB der amphotere Stoff das aktive Kolloid darstelle, 
das durch Salzbildung in ein negatives bezw. positives inaktives 
Ion tbergefiihrt werden kann, so ist klar, daf derjenige Zu- 
stand der Lésung die gr6éfte Aktivitét des Ferments ergeben 
muf, bei dem am meisten von dem unionisierten amphoteren 
Kolloid existenzfaihig ist. Sowohl der Zusatz von Saure als 
der von Basen wird eine Abnahme des reinen Kolloids zu- 
gunsten der inaktiven, in echter Lo6sung vorhandenen Ionen 
zur Folge haben und damit zu einer Schwichung der Aktivitat 
der Loésung fiihren. Da jedoch bei der Katalase das Optimum 
der Reaktionsgeschwindigkeit nach einem geringen Hydroxyl- 
ionentiberschuf verschoben ist, so wiirde man, vorausgesetzt, 
dafi im iibrigen die gemachten Annahmen zutreffen, sich vor- 
zustellen haben, dafi die basischen Eigenschaften des Kolloids 
gegeniiber den sauren tiberwiegen. Wie aber schon hervor- 
gehoben, sind alle diese Erklarungen, welche auf eine Deutung 
der Aktivitiitsabnahme durch eine Verminderung der Teilchen- 
zahl hinauslaufen, nicht geeignet, die Veranderung des Re- 
aktionsverlaufs, welche mit einer Vermehrung der Hydroxylionen 
verbunden ist, zu erkliren. Hierzu bleibt es erforderlich, eine 
Veriinderung des Adsorptionsvermogens der Teilchen anzu- 
nehmen, welche sehr wahrscheinlich in dem vorhin erdrterten 


Sinne stattfinden kann. 


9. Die Pilzkatalase. 


Zum Schlusse sei noch ein kurzes Wort dariiber gesagt, 
wie sich die anderen Fermente dem besprochenen Verhalten 
anpassen. Im ganzen lift sich sagen, dafi sich auch bei diesen 
Fermenten (aus Fett, aus Leber, aus den Geschlechtsorganen 
von Fréschen u. s. w.) das Verhalten ungezwungen durch die 
beschriebenen Eigenschaften der Blut- und Raupenfermentlosung 
erklaren ]aBt. Auch bei diesen Fermenten wird fast immer ein 
absteigender Gang der K-Werte beobachtet, der durch Varia- 


‘) Vgl. hierzu die Befunde Sackurs am Casein, Diese Zeitschrift, 
Bd. 41, S. 672 (1902). 
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tion der Peroxydkonzentration, der Temperatur, der Ferment- 
konzentration in der zu erwartenden Weise beeinfluBt wird. 
Nur das Verhalten des sehr aktiven Prefsaftes, der aus Pilzen 
gewonnen werden kann, scheint zunichst abweichend zu sein. 
Denn untersucht man hier den TemperatureinfluB, so ist, wie 
schon in der friiheren Mitteilung betont wurde, eine ganz auf- 
fallige Temperaturwirkung festzustellen derart, dafi der Abfall 
der K-Werte anstatt bei hOherer Temperatur geringer zu werden, 
eine ganz abnorme Zunahme zeigt. Auch hier kann von einer 
Oxydation des Ferments durch das Peroxyd keine Rede sein, 
denn gerade dieses Ferment zeigt eine ganz besonders grofe 
Unempfindlichkeit gegen Erhdhung der Peroxydkonzentration 
(siehe friihere Mitteilung.!) Das abweichende Verhalten findet 
aber eine einfache Erklarung in der abnormen Labilitaét der 
frischen Pilzextrakte iiberhaupt, die durch geringe Temperatur- 
erhOhung auferordentlich gesteigert wird. Setzt man den Saft 
nach dem Auspressen der Wirkung der Zimmertemperatur aus, 
so fiihrt das meist in kurzer Zeit zu volliger Inaktivierung des 
Saftes. Bei 0° nimmt die Aktivitét des unverdiinnten Saftes 
meist auch langsamer oder schneller ab, bleibt jedoch nach 
einiger Zeit auf einer bestimmten Héhe und in diesem Stadium 
pat sich dann die Fermentlésung in ihren kinetischen Eigen- 
schaften besser dem Verhalten des Blutferments an. Der Gang 
bei 0° ist fast verschwunden und die Erhéhung der Temperatur 
bringt keine Steigerung des Ganges mehr hervor. Von Apple- 
man?) ist eine ahnliche Emfindlichkeit des aktiven Stoffes aus 
Kartoffeln festgestellt worden und er hat diese auf eine inak- 
tivierende Wirkung der beim Zerreiben und Auspressen der 
Kartoffeln in den Saft tibergehenden pflanzlichen Sauren zuriick- 
gefiihrt. Es gelang ihm dadurch, daf er den Saft unter Zusatz 
von Calciumcarbonat auspreBte, die Schwiéchung zu vermeiden. 
Die schwach saure Reaktion, welche der Pilzsaft besitzt, kann 
jedoch bei diesem schwerlich die Ursache fiir die Empfindlich- 
keit desselben sein. Denn auch wenn man den Saft beim Aus- 
pressen direkt tiber gefalltem Calciumcarbonat auffangt, zeigt 





Le, 5. 906. 
*) Botanical Gazette, Bd. 50, S. 182 (1910). 
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er den starken Aktivitaétsriickgang, besonders wenn man die 
Fermentlisung in verdiinntem Zustande stehen lift. Uber die 
Ursache der Labilitét des Pilzsaftes lit sich von vornherein 
also nichts sagen. Sie ist jedenfalls identisch mit der auch bei 
anderen Fermenten, wenn auch in viel schwicherem Mabe 
auftretenden spontanen Aktivitaétsabnahme beim Stehen, be- 
sonders bei hoOherer Temperatur. Der Umstand, daf8 der Ver- 
diinnungsgrad der Fermentlésung von wesentlichem EinfluB auf 
die Geschwindigkeit ist, mit der sich die Schwachung vollzieht, 
spricht ebenso wie der sprungweise und unregelmibige Ver- 
lauf der Erscheinung dafiir, da8 es sich um eine Anderung des 
kolloidalen Zustandes des aktiven Stoffes handelt. Mit der in 
der Hauptsache wohl durch die vorhandene Tyrosinase verur- 
sachten Fiarbung und Niederschlagsbildung in den Saften hat 
jedoch diese Schwiichung nichts zu tun. Die Empfindlichkeit 
ist nicht bei allen Séften gleich grof, aber tibertrifft immer 
diejenige anderer Katalasen sehr bedeutend. Eine Ahnlichkeit 
mit dem Raupenferment besteht insofern, als hier wie dort 
starke Aktivitiit und starke Labilitét zusammengehen. Bei dem 
Raupenferment ist beides verursacht durch besonders starkes 
Adsorptionsvermégen. Es ist durchaus nicht unmdglich, dab 
die Verhiltnisse bei den Pilzsiften ihnlich liegen. Der Aktivi- 
tiitsabnahme liegt keine eigentliche Zerstérung, beruhend auf 
einer chemischen Reaktion, sondern eine bloBe physikalische 
Zustandsiinderung zugrunde, die wir auch hier am besten durch 
eine Anderung des Adsorptionsvermégens erkliren werden, 
die sehr wohl durch die beim Auspressen zu der Katalase 
tretenden Fremdstoffe mit veranlaBbt sein kann. Die Herstellung 
einer aktiven Fiillung aus Pilzsaft ist uns bisher leider nicht 
gegliickt. Mit Sicherheit geht jedenfalls aus unseren auch mit 
diesem Ferment angestellten zahlreichen Versuchen hervor, 
da8 bei niherer Betrachtung das Verhalten der Pilzkatalase 
nicht mit den erdrterten Anschauungen in Widerspruch steht. 


Kurze Zusammenfassung und SchluB. 


Die Annahmen Senters zur Erklirung der Abweichungen 
im Verhalten der fermentativen Hydroperoxydzersetzung von 
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dem Schema einer Reaktion I. Ordnung beruhend auf bestimmten 
Vorstellungen iiber Beeinflussung des Diffusionsvorganges durch 
die gebildeten Sauerstoffblischen und die Brownschen Be- 
wegungen der Fermentteilchen und iiber die Oxydierbarkeit des 
Ferments durch Hydroperoxyd sind ungeeignet, die tatsichlich 
beobachteten Abweichungen zu erkliren. 

Dagegen lassen sich die Kigentiimlichkeiten des Reaktions- 
verlaufs ebenso wie die Kigenschaften der Fermentlésungen 
iiberhaupt hinreichend erkléren, wenn man den durch die grofe 
Oberfliichenentwicklung der kolloidalen Fermentteilchen be- 
dingtenAdsorptionsvorgangen Rechnungtrigt, diesich sowohl 
auf den reagierenden Stoff (H,O,) wie auf das Reaktionsprodukt 
(O,), endlich aber auch auf zufallig vorhandene oder kiinstlich 
zum Reaktionsgemisch zugesetzte Fremdstoffe erstrecken k6nnen. 

Dann ist jedoch ein Ablauf der Reaktion nach dem 
Schema I. Ordnung iiberhaupt nicht mehr zu erwarten, 
dann behialt man die Ansicht bei, daB die gemessene Reaktions- 
geschwindigkeit diejenige eines Diffusionsvorganges ist, wahrend 
der eigentliche chemische Zerfall des Peroxyds sich mit nicht 
meBbarer Geschwindigkeit an der Oberfliche der Kolloidteilchen 
volizieht, wofiir von Senter mit Recht die im Vergleich mit 
anderen Fermentvorgiingen auferordentlich geringe Beeinflussung 
der Reaktionsgeschwindigkeit durch die Temperatur angefiihrt 
wird, so wird eine Adsorption des Peroxyds an der Oberflaiche 
des Kolloids infolge der hiermit verbundenen Konzentrations- 
erh6hung einen schnelleren Ablauf der Reaktion, d. h. eine 
Zunahme der nach der Reaktion I. Ordnung berechneten K-Werte 
(vgl. S. 470) zur Folge haben. 

Tritt hierzu jedoch noch die Adsorption des sich bei der 
Reaktion entwickelnden Sauerstoffs, so erscheint die Annahme 
berechtigt, da diese entweder durch Adsorptionsverdrangung 
oder durch die Bildung einer fiir das Peroxyd schwerer diffu- 
siblen Schicht die Reaktion verzégern wird (vgl. S. 471). 

Hiernach wird aber eine annahernde Konstanz der K-Werte, 
wie eine einfache Uberlegung ergibt, nur dann als Grenzfall 
eintreten, wenn sich die beiden einander entgegengesetzten 


Wirkungen gerade kompensieren. Unter den bisher angewen- 
35 
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deten Versuchsbedingungen ist dies im allgemeinen jedoch nicht 
der Fall: Hier tritt infolge der Anhéufung des Sauerstoffs in 
der LOsung notwendig eine Reaktionsverzégerung ein, die sich 
in einem Abfall der nach der I. Ordnung berechneten K-Werte 
zu erkennen gibt. Dieser Gang der K-Werte wird bei langerer 
Versuchsdauer mit der Annaherung an das durch die Sattigung 
des Reaktionsgemisches mit Sauerstoff sich ausbildende Ad- 
sorptionsgleichgewicht verschwinden, indem nun die Reaktion 
nur noch, im ganzen mit wesentlich geringerer Geschwindigkeit 
verlaufend, von der jeweiligen Peroxydkonzentration in dem 
oben ausgefiihrten Sinne abhangig sein wird. 

Der in sehr zahlreichen Beispielen mit Fermenten ver- 
schiedener Herkunft.und verschiedenen Reinheitsgrades verfolgte 
Reaktionsverlauf der fermentativen Hydroperoxydzersetzung 
entspricht diesen Annahmen durchaus. Insbesondere erweisen 
die Versuche tiber den Einflu8 von Temperatur, von Peroxyd- 
konzentration und Fermentkonzentration, von Zusétzen von 
Siiure und Alkali, besonders auch der Anwesenheit von CQ,, 
die Brauchbarkeit der theoretischen Annahme. 

Der eigentiimliche und sonst kaum deutbare EinfluB der 
Temperatur auf die Reaktion, der in einer nur sehr geringen 
Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit, aber einer ganz auf- 
fallenden Anderung des Reaktionsverlaufes besteht, kann einfach 
durch die Beriicksichtigung der Adsorptionsvorgange erklirt 
werden. 

Die bei Erhéhung der Peroxydkonzentration eintretende 
Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit ergibt sich aus der 
dabei zu erwartenden stiirkeren Sauerstoffadsorption durch das 
Ferment und der daraus folgenden starkeren Beeintrachtigung 
des Diffusionsvorganges. 

Auch die fast immer beobachtete Empfindlichkeit der 
Fermentlésungen, welche sich in einem scheinbar spontanen 
(Altern) oder durch auferst geringe Veranderungen (Verdiinnung, 
geringe Anderung der Alkalitét) hervorgerufenen mehr oder 
weniger raschen Aktivititsriickgang zu erkennen gibt, erklart 
sich besser, wenn man als aktivitaétsbeeinflussenden Faktor 
das Adsorptionsvermégen des Fermentes einfiihrt, welches sich 
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in seinem Betrage von sehr geringen Einfliissen abhiingig 
denken lat. 

Die Sauerstoffadsorption durch die Fermentlésung und 
ihr Einflu8 auf den Reaktionsverlauf ist durch die folgenden 
Tatsachen erwiesen: 

1. Hebt man durch Schiitteln die wihrend der Reaktion 
auftretende Sauerstoffiibersattigung auf, so wiichst die Reaktions- 
geschwindigkeit. 

2. Die Wirkung ist weit erheblicher und gibt zu einer 
volligen Veranderung des Reaktionsverlaufs AnlaS (Aufsteigender 
Gang der nach I. Ordnung berechneten K-Werte), wenn das 
Schiitteln im Vakuum erfolgt. 

3. Dagegen bedingt Sattigung der Fermentlésung mit 
Sauerstoff vor der Reaktion eine erhebliche Abnahme der Re- 
aktionsgeschwindigkeit unter gleichzeitiger Anderung des Re- 
aktionsverlaufs in dem zu erwartenden Sinne (bessere Konstanz 
der K-Werte). 

4, Gasvolumetrische Versuche ergeben, 

a) daB die Ubersittigung mit Sauerstoff in der Ferment- 
l6sung um so grOfier ist und sich durch Rtihren um so schwerer 
beseitigen laBt, je grdfer die Fermentkonzentration ist; 

b) dai der gasvolumetrisch verfolgte Reaktionsverlauf 
bei der Fermentkatalyse des Hydroperoxyds (kolloidale L6sung 
des Katalysators) gegeniiber der Jodionenkatalyse des Hydro- 
peroxyds (echte Lésung des Katalysators) die zu erwartenden 
Unterschiede hinsichtlich des Einflusses von Vorbehandlung mit 
Sauerstoff und Ritihrwirkung erkennen 1abt. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. 
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